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Abstrakt

Purinové nukleosidy ptfedstavuji jednu z nejrozSifenéjSich skupin dusikatych
heterocykli zastoupenych v pfirodé. V medicing jsou velmi ¢asto pouzivany zejména
pro své vyznamné biologické UC€inky, jakymi je inhibice transportu nukleosidl
v organismech, antifungalni, antiviroticka ¢i protinadorova aktivita.

PtedloZzena prace se =zabyva pfipravou série novych purinovych
2,6-disubstituovanych ribonukleosidli nesoucich unikdtni adamantylované aminy.
Sestavena multikrokové syntéza zahrnuje sekvenci nékolika po sobé jdoucich reakci,
a sice glykosylaci vybranych, pfipadné pripravenych, purinovych derivati v poloze
N9, nukleofilni aromatickou substituci do polohy C6 na purinovém skeletu vzniklych
nukleosida a nasledné odchranéni nukleosidd. V piipad¢, ze molekula danych latek
dovolovala, byly provedeny jesté doplnujici modifikace v podobé redukce ¢i dalsi
nukleofilni aromatické substituce do polohy C2 purinového jadra. VsSechny
pfipravené latky byly ziskany ve velmi dobrych vytézcich a v odpovidajici Cistoté.
Rovnéz byla jejich struktura potvrzena pomoci bézné pouzivanych metod spektralni
analyzy.

Pravé zdivodl zjisténi mozného medicinského vyuziti byly pfipravené
slouCeniny podrobeny testim na biologickou aktivitu (antiprolifera¢ni ucinky
a inhibici enzymu), v jejichz ramci byly provedeny také komplexace testovanych
nukleosidu s 3-cyklodextrinem.



Abstract

Purine ribonucleosides represent one of the most extensive groups of nitrogen
heterocycles in the nature. In the medicine, these compounds are very often used
mainly for a wide range of interesting biological effects, such as inhibition
of nucleoside transport in the organisms or antifungal, antiviral and antitumor
activities.

Submitted work deals with a preparation of series of novel purine 2,6-disubstituted
ribonucleosides bearing unique adamantylated amines. Assembled multi-step
synthesis contains a sequence of several one by one reactions, namely
a glycosylation of sellected, or prepared purine derivatives at the position N9 with
a protected ribose as a glycosyl donor, a nucleophilic aromatic substitution
in the position 6 of formed nucleosides’ purine ring, followed by a deprotection
of ribofuranose units at nucleosides. If the molecule of prepared compounds enabled,
they were modified in next reactions as a reduction or a nucleophilic aromatic
substitution in the position C2 of the purine core. All prepared compounds were
obtained in good yields and purity. Their structures were confirmed using common
methods of spectral analysis.

For possibility of medical use, final nucleosides were subjected to tests for
biological activity (antiproliferative effects and enzyme ihnibition) including
complexation of tested nucleosides with 3-cyclodextrin.
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UvOoD

Puriny a monosacharidy svym vyznamnym zastoupenim v piirodé, zajimavymi
vlastnostmi a dualezitymi funkcemi v metabolickych drahach neustdle ptitahuji
pozornost nespoctu vyzkumnych tymi s riznorodym zaméienim. Tyto dvé skupiny
sloucenin se velmi Uzce setkavaji zejména v oblasti cukerné chemie achemie
nukleovych kyselin v podobé nukleosidovych bazi. Vznikaji prostfednictvim
glykosyla¢nich reakci, jejichZ charakteristikou se zabyva vétSina teoretické ¢asti této
prace. PrestoZze jsou glykosylace provadény jiz vice nez celé stoleti, jejich
komplikovanost je témeét povestnd. ,, Na prvni pohled se nezdaji byt prilis sloZité —
glykosylovy donor reaguje s glykosylovym akceptorem za pritomnosti aktivatoru.
Presto kazdy, kdo ma zkuSenosti v oblasti chemie cukrii, vi, Ze kazda glykosylace je
unikatni reakci, ktera musi byt optimalizovana individualné a stale casto prvni pokus
nejednoho védce konci stopou na TLC vrstvé pripominajici ¢arovy kéd. “*

Do skupiny nejbéznéjSich dusikatych sloucenin v Zivych organismech se tadi
I derivaty adeninu a jeho glykosylované formy, adenosinu. Z toho divodu volné
navazuje na pojednani o glykosylacich kapitola zabyvajici se jednémi z nejcastéjsich
modifikaci purint, a to nukleofilnimi aromatickymi substitucemi, které jsou vedené
zejména do poloh 2 a 6 zékladniho purinového kruhu.

Ovsem nejen vznikem a proménami je pfiroda ziva. Spousta latek na bazi purinu
¢i jeho pribuznych heterocyklickych analogli vykazu;ji i jistou biologickou aktivitu.
Na strané jedné stoji 1é¢iva, jichz je v Klinické praxi uz nékolik let hojné vyuzivano,
nebo jsou v soucasnosti na klinické trovni testovany. Na stran¢ druhé, se jedna
0 vyznamné bioaktivni slouceniny izolované z ptirodnich zdrojl, o jejichz mozném
vyuziti ve farmacii se teprve uvazuje. Velmi podobné je tomu i v ptipadé klecového
uhlovodiku adamantanu, jehoz vyuziti a dilezitost pro farmakologii a I€kafstvi je
piiblizeno v zavéru teoretické Casti.

Stejné jako se stavi dim, popisuje experimentalni ¢ast prace krok po kroku, kamen
po kameni sestaveni syntézy vedouci k vyty¢enym ribonukleosidim, do nichZz byly
ucelné¢ zakomponovany unikatni adamantylované primarni aminy, v minulosti
navrzeny a vytvoreny nasi vyzkumnou skupinou. Nukleofilni aromatickou substituci
se podafilo témito primarnimi aminy obsadit polohu C6 vybranych purinovych
derivatd a ziskané poznatky o glykosylacich byly pfetransformovany v nezdary a ty
nasledné¢ ve zdarné vytvofeni ribosylovanych purini v poloze N9. Findlni
ribonukleosidy byly dokoneny odstranénim chranicich skupin z glykosylového
zbytku. Pokud to struktury pfipravenych nukleosid dovolovaly, byly u nich
provedeny jesté dals$i modifikace purinového kruhu.

Vrcholem celé prace je studium biologické aktivity onéch ziskanych sloucenin,
zda maji pfedpoklady dostat se mezi uspé€sné adepty pro Iékaiské vyuziti. V rdmci
biologickych testl byly zkoumany 1 komplexy ptipravenych nukleosidi
s B-cyklodextrinem.
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1 GLYKOSYLACE

Glykosylace je vyznamna modifikace biologicky aktivnich latek, proto patii mezi
lipofilnich latek na hydrofilni, ¢imz vyznamné ovliviiuje nejen jejich fyzikalné-
chemické (rozpustnost ve vodnych médiich) ¢i farmakokinetické (transport pies
bunééné membrany, biologicka dostupnost) vlastnosti, ale 1 farmakodynamické
uCinky. Soucasné¢ vSak jde 1 o jeden z nejempirictéji interpretovanych
mechanismi organické syntézy.”

Od doby, kdy byly provedeny prvni glykosylaéni syntézy A. Michaelem”
a E. Fischerem ™, nasledované kli¢ovymi studiemi W. Kénigse a E. Knorra™,° bylo,
mnohdy na jejich zéklad¢, vyvinuto obrovské mnozstvi dalSich metod, v¢etné jejich
modifikaci a kombinaci. V poslednim desetileti pak zaznamenala tato oblast chemie
obrovsky rozmach a zna¢né pokroky jak v riznorodosti pouzivanych glykosylovych
donori a moznych aktivaénich podminek, tak v moZnostech glykosylace samotné.®

V pribéhu glykosyla¢nich reakci dochazi ke spojeni dvou monosacharidit nebo
k zavedeni jedné ¢i vice monomernich sacharidovych jednotek do struktury rtiznych
molekul necukerné povahy, kterymi mohou byt lipidy, aminokyseliny, bilkoviny,
alkaloidy, peptidy nebo steroidy, za vzniku glykosidové vazby.”® Timto zptisobem
jsou ziskavany cukerné derivaty zvané glykosidy.

Glykosidy vznikaji napojenim monosacharidi obvykle tvoficich Sesti¢lennou
(pyranosovou) nebo péticlennou (furanosovou) cyklickou formu. Dle toho se pak
vzniklé glykosidy nazyvaji pyranosidy, respektive furanosidy. Méné cCasto se
objevuje také oznaCeni pochézejici z navazaného sacharidového zbytku, jako
ribosidy, glukosidy, mannosidy atd.

Nejpouzivanéjsi je vSak nazvoslovi odvozené od konkrétniho atomu, pies néjz je
glykosidova vazba vedena. Nejbézné€jsi O-glykosidy vznikaji propojenim pies atom
kysliku, nicméné se lze setkat i s uhlikatymi (C-glykosidy), sirnymi (S-glykosidy)
a dusikatymi analogy (N-glykosidy, pfesn&ji glykosylaminy).®®

Pti tvorbé glykosidové vazby dochazi také ke zformovani nového anomerniho
centra na atomu uhliku C1 monosacharidového zbytku. Vznik a kone¢na konformace
glykosidi zdvisi mimo jiné na konformaci, sterickém branéni a elektronovém
zastoupeni u obou reakénich partnert.? Uplatiiuje se zde anomerni efekt, na jehoz
zaklad¢ je mozné rozeznat dva stereoisomery, o-anomer (1,2-cis) a [-anomer
(1,2-trans). Vzajemné se lisi konfiguraci hemiacetalové (anomerni) hydroxylové
skupiny, ktera je u oa-anomeru orientovana pod rovinu kruhu monosacharidu,
zatimco u B-anomeru nad ni, jak je ukdzano na Obrazku 1.%*

Syntéza arylglykosidii z glykosylhalogenidii v roce 1879.

" Syntéza alkylglykosidii z hemiacetali za pitomnosti HCl v roce 1893.
" Prvni  kontrolovand glykosylacni metoda zahrnujici aktivaci glykosylhalogenidii  tézkymi  kovy
a nukleofilni vymenu atomu chloru nebo bromu na anomernim centru v roce 1901.
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Obrdzek 1: Obecné znazornéni stereoisomerie glykosidii.

1.1 Glykosylové donory

Pi1 glykosylacich dochdzi k pfenosu sacharidového zbytku z glykosylového
donoru (elektrofil) na odpovidajici vazebné misto glykosylového akceptoru
(nukleofil).>® Jako glykosylové donory slouzi zakladni monosacharidy, ribosa,
glukosa, mannosa aj. Protoze vSak jsou sacharidy obecné polyhydroxylovymi
sloueninami’™** a hydroxylové skupiny nemusi byt za zvolenych glykosylaénich
podminek stalé a mohou podléhat nezadoucim transformacim, je nutné jednotlivé
skupiny do€asné ochranit tak, aby byly za danych podminek stabilni a nereaktivni.

Jeden ze zpUsobi, jak funk¢éni skupiny chranit, spo¢iva v aplikaci chranicich
skupin, kterymi jsou piislusné funkéni skupiny docasn& zablokovany.™ Jen vzacnd
byvaji pouZivany i nechranéné nebo &astecné chranéné glykosylové donory.®

V chemii cukrti ma vSak tento postup jesté kromé vyse uvedeného i jiny vyznam.
Chranici skupiny se mohou pifimo nebo nepiimo UucCastnit reakce samotné
a vyznamné pusobit na jeji stereochemicky prubéh. Chemicka syntéza glykosidi
obvykle zahrnuje kroky, béhem nichZ je monosacharid pfeménén do podoby plné
chranéného glykosylového donoru s vhodnou odstupujici skupinou na anomernim
centru. Proto je dileZité vybér vhodnych glykosylovych donort nepodcenovat.®*?

1.1.1 Priprava glykosylovych donoru aplikaci chranicich skupin

Alkoholy ochotné reaguji s derivaty karboxylovych kyselin, jako jsou anhydridy ¢i
chloridy, a za vhodnych podminek poskytuji odpovidajici estery, které jsou, pro
jejich nenukleofilni charakter a vysokou stabilitu za riznych reak¢nich podminek,
jedndmi z nejpouzivangjsich chranicich skupin.**

Pravdépodobné nejvyhleddvanéjSim procesem pro ochranéni monosacharidl je
acetylace, kterd mnapiiklad anhydridem kyseliny octové v pyridinu probiha
za laboratorni teploty s vétSinovym vytézkem [-produktu (Schéma 1). Ptestoze
nekatalyzovand acetylace volnych hydroxylovych skupin probihd za téchto
podminek velmi pomalu, nedochazi pii ni v takovém métitku ke zméné¢ absolutni
konfigurace na anomernim centru, jako napf. pii katalyze Lewisovou kyselinou. "

Schéma 1
HO AcO
\(OJAOH pyridin, Ac,0 \(_OJ‘OAC
- t,24h -
HO  OH A0 OAc

1(95 %)
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I kdyz je acetylova skupina pii glykosylacich cCastokrat volena jako dobte
odstupujici z anomerniho centra, faktem ziistava, Ze acetylovany produkt neni
detekovatelny pomoci UV zafeni, coZ je nevyhodné zejména pii sledovani priabéhu
reakce tenkovrstvou chromatografii (TLC). Vhodnou alternativou k acetylovym
chranicim skupindm je zavedeni skupin benzoylovych, ¢imZz se problém
S monitorovanim prib¢hu reakci veelku elegantné vyfesi.
na Schématu 2, kde vprvnim kroku dochazi k cyklizaci vychoziho sacharidu
a soucasn¢ k nahrazeni hydroxylové skupiny na atomu uhliku C1 za methoxylovou
skupinu plisobenim kyseliny sirové v methanolu. Zbyvajici volné hydroxylové
skupiny jsou ponechany reagovat s benzoylchloridem (BzCl) v prosttedi pyridinu.
V poslednim kroku je methoxylova skupina nahrazena skupinou acetylovou.™

Schéma 2
HO BzO BzO
OH 0 0 0
«_ MeOH, H,80, OMe a1 py OMe AcOH, Ac,0, H,SO, OAc
HO O  1t,5h 5 rt, 16 h " rt, 16 h 5
OH OH HO OH BzO OBz BzO OBz

(71 %)

Vhodné vyuzit lze také benzyletherové skupiny, a to zeyména béhem glykosylaci
bez G¢asti sousedicich skupin. Ptiklad jejich piipravy znazoriiuje Schéma 3. Casteénd
chranénou arabinofuranosu Il je mozné ziskat nékolikastupfiovou syntézou, béhem
niZ je opét nejprve piipraven methoxylovy derivat ptivodniho monosacharidu,
nasledn¢ dochazi kreakci hydroxylovych skupin s benzylbromidem (BnBr)
v pfitomnosti hydridu sodného a nakonec je provedena kyseld hydrolyza
methoxylové skupiny na atomu uhliku C1 zpét na skupinu hydroxylovou.'’

Schéma 3
HO HO BnO BnO
\QOH HCI/MeOH \CZAOMe NaH, BnBr, DMF \CZAOMe HCI/ACOH \GZAOH
A 30°C, 4 h A rt A 80 °C A
HO  OH HO  OH BnO  'OBn BnO  'OBn

Il (55 %)

1.1.2 Dalsi glykosylové donory

| kdyZ na vybéru chranicich skupin samoziejmé¢ zalezi, mnohem dulezitéjsi je
povaha odstupujici skupiny na anomernim atomu uhliku. Do této polohy byvaji
umyslné¢ zavadény takové atomy ¢i funk¢ni skupiny, které odpovidaji piedem
promyslenym podminkdm dané glykosylace.

Historicky nejdéle pouzivanymi glykosylovymi donory jsou glykosylhalogenidy,
zejména pak glykosylbromidy a glykosylchloridy.® Od pogatku 20. stoleti byla
pro jejich syntézu publikovana fada postupli a ani v soucasnosti se od jejich vyuziti
neupousti.

12



Schéma 4 znazoriiuje jednu z metod jejich ptipravy, a to bromaci pisobenim 33%
roztoku Kkyseliny bromovodikové v Kyseliné octové na benzoylovou skupinu
na anomernim atomu uhliku 2-deoxy-2-p-fluor-1,3,5-tri-O-benzoyl-1-a-D-arabino-
furanosy, poskytujici pozadovany produkt 1V ve vyt&zku 88 %."

Schéma 4
BzO BzO
(0) (0]
WOBz  HBI/AcOH, CH,Cly ABr
) rt, 18 h |
BzO F BzO F
IV (88 %)

Pro syntézu ,,2-deoxyribonukleosidiu se v poslednich letech hojné pouziva
1-chlor-3,5-di-O-(p-toluoyl)-2-deoxy-a-D-ribofuranosa (V), na jejiz hydroxylové
skupiny jsou zavedeny p-toluoylové zbytky a methoxylova skupina na anomernim
atomu uhliku je substituovana atomem chloru (Schéma 5).*°

Schéma 5
HO HO p-TolO p-TolO
\(()JJ\OH HCI/MeOH \(j?,\OMe p-TolCl, Et3N, aceton \G,\OMe HCI, Et,0 \G,\\CI
B e —_—
R rt, 10 min R rt, 24 h R 0°C R
HO' HO' p-TolO' p-TolO"

(88 %) (67 %) V (75 %)

o
p-Tol = Hscm

Ptiblizné od druhé poloviny 20. stoleti se v publikacich postupné objevovala cela

fada dalSich glykosylovych donori (Obrazek 2) a s kazdou nové vyvinutou

glykosylaéni metodou jich neustale piibyva.>*

R
O/SR'
o) o) o) NR' o) o=X
m@ OR m@ 0 mo—/{ mﬁ —19,°
O-P_ O-P-OR R SR
OR )
OR
fosfity fosfaty O-imidaty sulfidy orthoestery

thioorthoestery
(0] o o o o o
SCN SeR o) TeR N
thiokyanaty Se-glykosidy epoxidy glykaly T e-glykosidy diaziriny

Obrazek 2: Vybrané glykosylové donory pouzivané od 2. pol. 20. stoleti.®®

13



1.2 Mechanismus glykosylace

Protoze detailni mechanismus glykosylaci nebyl dlouho objasnén, slouzil model
znazornény na Schématu 6 jako obecné paradigma.’ V prib&hu nékolika poslednich
let byl tento ,,ndvrh* glykosyla¢nich pochodd, jimiZ se vznik glykosidli mize ubirat,
opakovang experimentalng testovan a ovéfovan.' >4

Obecné by se dalo fici, Ze glykosylace nejCastéji probihd mechanismem Syl
zahrnujici nukleofilni pfesun na anomernim centru donoru.”

Vzhledem ktomu, Z¢e mnoho pouzivanych glykosylovych donord je pfilis
stabilnich na to, aby se reakce spontanné tcastnilo, prvnim krokem prakticky kazdé
glykosyla¢ni reakce byva aktivace odstupujici skupiny, kterd se obvykle provadi
interakci s aktivatorem (¢i promotorem), mén¢ Casto s katalyzatorem.

Pokud aktivator zajiStuje oddéleni anomerni odstupujici skupiny z glykosylového
donoru nesouciho netcastnici se skupinu (Schéma 6a), vznikd glykosylovy kation,
kdy jedinda moznost, jak jej intramolekularn¢ stabilizovat, je vytvoifeni
oxokarbeniového iontu. Nejbéznéji pouzivané neucastnici se skupiny jsou benzylové
(Bn) pro neutralni cukry a azidové (N3) pro 2-amino-2-deoxycukry.

JelikoZ anomerni atom uhliku v oxokarbeniovém iontu je v hybridizaci sp®, mize
nukleofilni atak nastat téméf se stejnou pravdépodobnosti ze ,,spodni®
(a-) 1 z,,horni* (B-) strany kruhu. PfestoZe je a-anomer diky anomernimu efektu
termodynamicky vyhodnéjsi, Casto vznikd, v dusledku ireversibilniho charakteru
glykosylace komplexu aglykont, podstatné mnozstvi kinetického
B-produktu.

B-Glykosidovd vazba vSak mize byt vytvofena také stercoselektivng,
a to za aktivni spoluucasti sousedicich karbonylovych skupin na atomu uhliku C2
(Schéma 6b). VSeobecné jde naptiklad o substituenty jako O-acetylové (Ac),
O-benzoylové (Bz), 2-ftalimidové (NPhth) a dalsi. Takové glykosylace probihaji
primarné¢ pies bicyklicky intermedidt, acyloxoniovy ion, jenz je opét vysledkem
intramolekularni stabilizace glykosylového kationtu. V tomto ptipadé je piiblizeni
nukleofilu (alkoholu &i aglykonu) mozné jen z ,,horni* strany kruhu.®*!

Schéma 6
a) za neucasti sousedici skupiny
glykosylovy
r\‘ g akceptor v&/oﬁ 1,2-trans glykosid

. @ e} 0 B-anomer
Qs akitor :&) S :&Qﬁ% Ne
®
NS 0
NS NS Eﬁ 1,2-cis glykosid

glykosylovy glykosylovy oxokarbeniovy NSqo (0] o-anomer
donor kation ion m hlavni produkt

(anomerni efekt)

OS = odstupujici skupina, NS = netcastnici se skupina
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b) za ucasti sousedici skupiny

)
0
:) glykosylovy
akceptor o) 1,2-trans glykosid
oo\ TR o=

L / (e} p-anomer
O /_;‘tivétor - O’> oA RCOO hlavni produkt
N os 2, :)@
RCOO ‘\ o
glykosylovy O\fo-, \ o %(ﬁ o 1,2-cis glykosid
-anomer
donor R om o
29°

R
acyloxoniovy ion

OS = odstupuijici skupina

Byt je tento proces konceptudlné vcelku jednoduchy, faktem zistava, Ze skoro
po celych sto let od dob, kdy Konigs a Knorr publikovali prvni glykosylaci, byly tyto
reakce pro chemiky frustrujicim zazitkem.**

Prvnim z ftady problémi komplikujicich tuto syntézu, kvili nimz byva
vynakladédno zna¢né Gsili na optimalizaci reakénich podminek, je nesnadné dosazeni
kompletni stereokontroly.® Na kone¢ny pomér obou produktii lze pisobit riznymi
faktory, mezi které patii zejména typ reaktantli, jejich koncentrace, zplsob
davkovani, chranici skupiny, konformace a druh odstupujici skupiny, vybér
rozpoustédla a promotoru, sterické branéni, teplota a tlak.>?

Co se tyce P-furanosidd, jejich syntéza je relativné pfimocara a mohou byt
spolehlivé ptfipraveny, podobné jako u pyranosovych donorii, za tc€asti chranicich
skupin na atomu uhliku C2. Naproti tomu pfiprava a- glykofuranosidové Vazby je
diky konformacnl flexibilité péticlenného kruhu. Jak stereoelektronovy, tak stericky
efekt totiz upfednostiiuji pravé tvorbu B-anomeri.’

Dalsim dualezitym faktorem je, ze vé&tSina glykosylaci musi byt provadéna
za absolutn¢ bezvodych podminek, protoze i1 pfitomnost jen nepatrného mnozstvi
vody, kterd zde vystupuje jako kompetitivni nukleofil, mize vést k rychlé hydrolyze
donoru (Schéma 7). Jednou z moznosti, jak feSit tuto komplikaci, je piidani
molekulového sita pfimo do reakéni smési, aby byla vlhkost pohlcovana kontinudlné
b&hem reakce."

Schéma 7
OR
/—\ R&;&&W
2 HO
2 T2 or— b os—2 .
Or "or oR (0
glykosylovy glykosylovy glykosid

donor akceptor

OS = odstupujici skupina
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I tak se ale stava, Ze ani optimalizované podminky nejsou zcela ide4lni. Samotnou
reakci mohou doprovazet dalsi rozmanité pochody, jako napi. tvorba orthoesterd,
eliminace, cykliza¢ni reakce, nechténé intramolekularni transfery acyla a aglykont,
¢i presmyky glykosylovych donorti, které vedou k nejriznéjSim nezadoucim
produktim.” Glykosylace tak velmi &asto konéi sloZitou a zdlouhavou purifikaci
a tim padem i nizkymi vytézky.**

1.3 Glykosylace v syntéze nukleosidii

Nejvyznamnéj$imi dusikatymi glykosidy jsou tzv. nukleové baze, z nichz se
skladd patet nukleovych kyselin. Typicky zéklad aglykonové slozky nukleosidil
a nukleotidi tvofi pyrimidin nebo purin, na ktery je N-glykosidovou vazbou
napojena cukerna cast, bézné¢ zastoupena D-ribosou nebo 2-deoxy-D-ribosou
(Obrazek 3).”>?° Je oviem mozné setkat se i s jinym monosacharidem, jako
B-D-arabinosou ¢&i 3-deoxy-B-D-ribosou.”’

heterocyklicka baze

cukr nebo
cukerny analog

NUKLEOSID

NUKLEOTID

fosfatova skupina

Obrazek 3: Struktura adenosinu (nukleosid)
a adenosinmonofosfatu (nukleotid).?

Skute¢nost, ze se nukleosidy sklddaji z téchto vcelku snadno definovatelnych
slozek, jejich syntézu do jist¢ miry zjednoduSuje. VSeobecna strategie zahrnuje tii
zékladni stupné€. Prvnim je ptredptiprava jednotlivych komponentli ve vhodné
ochranéné podobé, na coz navazuje jejich vzdjemné sparovani s dosazenim
pozadované stereochemie. Neodmyslitelnou soucasti kazdé chemické syntézy
nukleosidii je pak deprotekce, neboli odstranéni chranicich skupin.”® Tyto ,,zékladni
kroky* byvaji doplnény o dal§i reakce a pfemény ve snaze o piipravu novych
sloucenin s doposud nepopsanou strukturou.

Viibec prvni chemické syntézy nejrozsirenéjSich purinovych nukleosid adenosinu
(V1) a guanosinu (VIII) byly publikovany Davollem, Lythgoem a Toddem v roce
1948 (Schéma 8). Po vzoru Fischera a Helfericha vychazeli ze stifbrné soli
2,8-dichloradeninu, kterou nechali reagovat ve vroucim xylenu s acetylovanym
cukernym chlorderivatem. Na glykosylaci navazuje deprotekce a dehalogenace

Studie  Fischera a Helfericha o glykosylacich  stiibrnych  soli  purinovych  derivatii
tetraacetylglukosylbrodmidy z roku 1914.%
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palladiem na siranu barnatém. Zatimco pro ziskani adenosinu byly odstranény oba
atomy chloru, pro syntézu guanosinu bylo vyuzito faktu, ze atom chloru v poloze 8
purinového kruhu Ize odstranit mnohem snaze a lze tedy ve vhodnou dobu izolovat
ze smési samotny 2-chlorderivat. Poté byla na ziskaném meziproduktu VII
prostiednictvim  diazotace vyménéna aminoskupina na atomu uhliku C6
za hydroxylovou skupinu a puisobenim ethanolického amoniaku byl nakonec
nahrazen iatom chloru v poloze 2 purinového skeletu aminoskupinou za vzniku

finlniho produktu V111,

Schéma 8

NH,

o x len
e S rt b{ o me
AcO' WOAc OH
o
“OAc “/OH
AcO HO

(50 %) 70%)

H,, Pd/BaSO,, NaOH, rt

21 min 7h
(0] NH, NH,
1. NaNOz, ACOH, Hzo,
> rt, 199 h
AN Ay 2. EtOH, H,0/NH;,
‘\\OH 150 °C, 5 h \\OH
(0]
“OH Kol “/oH
HO HO
VIII (13 %) VI (66 %)
guanosin adenosm

Uginki kovovych soli heterocyklickych derivati, a to jak jiz zminénych st¥ibrnych
(napf. z AgNOs;, Ag,COs, Ag,0),>?*%3 pres reaktivngjsi soli rtutnaté (tj. HgSOu,
HgCl,),?** az po nejlevndjsi a nejméné toxické soli sodné, bylo vyuzivano jiz
od pocatku historie glykosyla¢nich reakei.*

Na Schématu 9 je zndzornéna syntéza deoxyadenosinu (I1X), béhem niz je
uc¢inkem hydridu sodného in situ vytvofena sodna sil 6-chlor-9H-purinu, ktera
reaguje s 1-chlor-3,5-di-O-(p-toluoyl)-2-deoxy-B-D-ribofuranosou. Glykosylace je
doprovéazena vznikem obou isomert, tedy N7 i N9, v p¥iblizném poméru 1:6.*
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Schéma 9

Cl NH,
z N = N
LY o @[ )
N~ N ’ N~ N
O o
Cl vy ‘v
1.NaH,MeCN, . OTol o OH
N z | N\> rt, 30 min _ . (59 %)
K 2.rt,15h IX (78 %)
N H _—_ TolO deoxyadenosin
\GACI / OTol
ToIC§ Cl o
NZ N
L
N N  (11%)

Dalsi z ranych glykosylacnich metod pouzivanych v syntézadch nukleosidl je
reakce spocCivajici v zahfivani heterocyklické baze s peracetylovanym cukrem
pii teploté kolem 150-165 °C (Schéma 10). Za Gcasti skupiny sousedici S anomernim
centrem a pti soucasném uvoliovani kyseliny octové vznikd pozadovany produkt X

zpravidla ve vyt&zku pievysujicim 50 %.>>%
Schéma 10
Cl
Cl ACO 5 N7 | N\> Cl
e ST s w o Y
/K N < . H‘\ Cl/]\N N
o N AcO  OAc S

SN

X (54 %)

V soucasné¢ dobé jsou nejpouzivanéjSimi aktivatory glykosylacnich reakci
Lewisovy kyseliny, jako je chlorid ciniCity, titaniCity, zine¢naty nebo hlinity,
trimethylsilylchlorid  (TMSCI), trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTH,
rovndZ trimethylsilyltriflat), &i etherat fluoridu boritého (BFsEt,0).> ™ Tyto
modifikované Hilbertovy—Johnsonovy reakce jsou relativng rychlé (cca 2—4 h),
probihaji za mirnych podminek (laboratorni teplota) a majoritnim produktem je
preferovanéjsi B-nukleosid, jehoz izolace obnasi jen nckolik nepfilis slozitych
operaci.

Priklad Hilbertovy—Johnsonovy glykosylace je rozkreslen na Schématu 11, jehoz
soucasti je 1 naznaceny mechanismus aktivace cukerného donoru za ucasti sousedici
skupiny ptisobenim TMSOTfa vzniku acyloxoniového kationtu. Obdobnym
mechanismem probih4 i aktivace chloridem cini¢itym.**

Reakce 2,4-dialkoxypyrimidinii s halogenovanymi cukry publikované v roce 1929.%
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Schéma 11

(Me)sSi—OTf
o a) AcOSi(Me)3
a) TMSOT, BzO e -OT
; sl O O S
[y Ve (83 %) /N o
N 50 B0 0L
\ Z o \-) Ph BzO o
N7 | \> \QAOAC o
+ \\ {
N ¥ / r,2-4 h \ )@
N H B N . S o Ph
740) OBz o f\ SnCly BzO
b) SnCly, Me
MeCN B &% 35 ]
SN b) AcOSNCl
BzO /O’/< ) N
_}Ph
L o _
()\/\Me
N
Z N
IR
Ky N
OBz
o
0Bz
BzO
X

Dalo by se fici, Ze novéjsi verzi Hilbertovy—Johnsonovy metody je
tzv. Vorbriiggenova glykosylace. Typickd Vorbriiggenova reakce vyzaduje prfedem
silylovanou heterocyklickou bazi~ (1. krok), ktera nasledné reaguje s glykosylovym
donorem aktivovanym katalytickym mnozstvim Lewisovy kyseliny (2. krok).***®

Bennua, Krolikiewicz a Vorbriiggen publikovali v roce 1995 studii zabyvajici se
persilylaci D-ribosy a vychoziho chranéného adeninu soufasné pomoci
hexamethyldisilazanu (HMDS) s trimethylchlorsilanem (TCS).* TMSOTf byl piidan
az v dalSim kroku po odpafeni piebytecného Cinidla a po zavérecné deprotekci byl
ziskan adenosin v celkovém vytézku 71 % (Schéma 12).

Nejbéznéji pouzivand silylacni cinidla v organické syntéze serazend dle relativni silylacni sily donoru:
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid  (BSA) >  N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid (BSTFA) >
hexamethyldisilazan (HMDS).*
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Schéma 12

(Me)33i\ _Bz

_Bz
&) HO 0802CF3
o 1. HMDS (TCS), MeCN
N7 | N\> \QAOH 80°C. 3 h
' = Si(M
KN N S 2. TMSOTf, MeCN ™M e)3S|O bl( e)s
H HO OH 80 °C, 8 h

\SI Me)s

(Me)3S|O
Bz
NH HN
N 3. MeOH, 65 °C N
\> - extrakce | >
KN N 4. NH3/MeOH, SiO, KN N
WOH JOSi(Me)s
O o]
“oH /0Si(Me)s
HO (Me)3SiO
VI (71 %)
adenosin

Na Schématu 13 je znazornéna reprodukce piipravy adenosinu dle postupu
Vorbriiggena a spol.,"**® ktery uz pied 25 lety dokazal, Ze lze oba kroky, silylaci
a glykosylaci, sloucit v jeden, vSechny reaktanty zahfivat spole¢né a pozadovany
produkt pak ziskat ve vytézku az 81 %. Bookser a Rafaelle tyto poznatky vyuzili
a reakci uskute¢nili v podobé mikrovinami asistované syntézy. Piedem ochranény
adenin a acetylbenzoylovana ribosa byly spole¢né se silylaénim c¢inidlem BSA
a aktivdtorem TMSOTf zahtivany na 130 °C po dobu 5 minut V mikroviném
reaktoru. Po odstranéni chranicich skupin &inil vyt&zek 74 %.%

Schéma 13
_Bz _Bz
HN HN NH,
BzO
N7 | N\> . KQAOAC BSA, TMSOTf, MeCN N)IN\> NH3/MeOH N)IN\>
KN N \__/ 130 °C, 5 min, MW KN N 50 °C, 16 h KN N
H BzO OBz 0Bz \OH
o o
0Bz ““OH
BzO HO
(61 %) VI (74 %)
adenosin

VSechny dosud diskutované metody mayji jiz své modifikace, které jsou neustale
vylepSovany a rozSifovany, ptipadné aplikovany na jiné typy sloucenin.

V publikaci z roku 2000 se Ugarkar a jeho vyzkumna skupina naptiklad zabyvali
ptipravou L-lyxofuranosylovych nukleosida.*” Na Schématu 14 je uvedena reakce
pyrrolo[2,3-d]pyrimidinového derivatu s chranénym L-lyxofuranosyl-chloridem
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Vv ptitomnosti tris-[2-(2-methoxyethoxy)ethyllaminu (TDA-1), jakozto katalyzatoru
fazového prenosu.

Schéma 14
NH TBDMSO NH
o)
N(| N\, ”'( 7-“C' KOH (aq)/toluen, TDA-1_ N
X — rt, 24 h X
N~ "N 3z ’ N~ N
" O><O A0 Me
Me  Me (0] ‘ ><
"0 Me
TBDMSO—
XIl (62 %)

O tii roky pozd¢ji zvefejnila tataz skupina praci popisujici glykosylaci adeninu
1-O-acetyl-2,3,5-O-benzoyl-a-L-lyxofuranosou,  tentokrat vSak za  pouziti
1M chloridu cini¢itého v dichlormethanu (Schéma 15).%

Schéma 15
NH, BzO NH;
N7 | N\> . \”"@“‘OAC SnCl/DCM, MeCN N/i"g
Ny n L t, 16 h N
H BzO OBz OBz
o)
3 '//OBZ
BzO—
XIll (44 %)

Ne zcela standardnim pfikladem mize byt i kondenzace 2-amino-6-chlor-9H-
purinu s  2-C-methyl-1,2,3,5-tetra-O-benzoyl-D-ribofuranosou  (Schéma  16)
provedena pii 80 °C v ptitomnosti nenukleofilni baze 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-
7-enu (DBU).* Autofi poznamenali, Ze z4am&rna modifikace standardnich
Vorbriiggenovych podminek zahrnujici i teplotu reakéniho roztoku pii ptidavku
TMSOTT, a to =78 °C, je pficinou vyssiho vytézku, nez jakého dosahli pred sedmi
lety v publikaci, kde pracovali pi teploté 0 °C.>

Schéma 16
cl cl
BzO
)N\)IN\> . \QOBZ DBU, TMSOTf, MeCN )N\)IN\>
N 1.-78°C N
N ~—aMe N
HANT N Bz0 DBy 2.80°C,5h HAN- N Me
110Bz
o
0Bz
BzO
XIV (92 %)
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V Ceské republice se glykosylacemi a ptipravou nukleosidovych derivati jiz fadu
let zabyva vyzkumna skupina profesora Hocka na Akademii véd CR v Praze
a Vv jejich pracich Ize najit vétSinu zde zminénych glykosyla¢nich postupt. Naptiklad
pro ptipravu 7-(het)aryl-7-deazaadenosinti s modifikovanou cukernou slozkou
pouzili pravé katalyzatory DBU i TDA-1.>

V neposledni fadé€ stoji za uvedenti 1 trochu odliSny typ glykosylaéni reakce, jakym
je naptiklad atak laktonového cukerné¢ho derivatu na heterocyklicky kation vznikly
po odstoupeni bromidového aniontu (Schéma 17).%

Schéma 17
NH "
2 BnO 2
N + \&0740 [CH.Si((Me)>Cl)]2, NaH, n-BuLi, THF N7 =
SN~ —78°C,1h ~ N
" % N OH
Br BnO OBn ! o8
o}
“0Bn
Ve & BnO
°si XV (60 %)
[CHSi(Me),Cllo = pem> g !
e

ProtoZe je formace nukleosidu v pfitomnosti Lewisovych kyselin do jist¢ miry
reversibilnim procesem, je mozné heterocyklickou bazi v daném nukleosidu vymeénit
za jinou tzv. transglykosylaci. Chemické transglykosylace bylo vyuzito jiz v roce
1984 pti ptipravé sinefunginovych analogl, které by mohly slouzit jako uzite¢né
intermediaty kompletni syntézy sinefunginu.>® Schéma 18 znazorfiuje nahrazeni
uracilové baze za adeninovou pomoci silylace a katalyzy TMSOT{f. Naslednym
odstranénim acetylovych chranicich skupin vznikl derivat sinefunginu XVI
ve vytézku 66 %.

Schéma 18
1. BSA, MeCN
NHBz
z N
LD
% SN NHBz NH
fj\ NH reflux, 15 min N)IN\> EtOH/NH,OH N)IN\>
e
N/l\o 2. TMSOTf KN N rt, 48 h KN N
reflux, 2 h “OAc WOH
O WOAC o o
2 “OAc OH
OAc
N02 NOZ N02
(36 %) XVI (66 %)

Antifungalni antibiotikum izolované z aktinobakterie Streptomyces griseolus.
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Jako velmi efektivni metoda pro syntézu nékterych analogl ptirodnich purinovych
nukleosidii se osvédéila i enzymaticka transglykosylace,” jejiz piiklad je zobrazen
na Schématu 19. Reakce spociva v pfenosu furanosového kruhu z pyrimidinového
nukleosidu na purinovou bazi za piisobeni bakteridlni purinové nukleosidfosforylasy
(PNP). Odstépeni cukerné ¢asti z pyrimidinu predem zajiStuje bud'to
uridinfosforylasa (UP) nebo thymidinfosforylasa (TP), jejichz volba zavisi
na pentosovém donoru. Jelikoz v ptfipadé uvedeném na Schématu 19 autofi zjistili
neaktivitu UP vi¢i pivodnimu pyrimidinovému nukleosidu, byla pro pienos

.- 55,56
pentosylu pouZzita TP.
Schéma 19
o _ _
NH NH
2 | NH T PNP, KH,PO,, KN; | HO 2
N P

_ . ) o) N
pH =7, 37 °C, 17 dni 0._.0 NZ
N © — \O/ ™ oH - :I ?

z
,\L ’ N\> i uracil [e) fosfat N
N WF - NI —Tosta N
H job‘ HO F © oF
HO “oH L o J
HO

XVII (82 %)

Trendem posledniho desetileti v enzymatické syntéze nukleosidl je vyuziti jako
substratu  samotného  a-D-pentafuranos-1-fosfatu, ktery 1lze pfipravit jak
enzymatickou, tak chemickou cestou.®

1.4 Odstranéni chranicich skupin — deprotekce

Chranicimi skupinami doc¢asné ,,zablokované* hydroxylové skupiny na cukerné
jednotce glykosidu lze snadno obnovit krokem zvanym deprotekce, neboli
odchranéni. Pti pripravé nukleosidli byva tento krok zatazovan bud'to bezprostfedné
po navazani cukru na heterocyklickou bazi, nebo az na konec celé syntetické cesty.

Do jist¢ miry jsou deprotekéni podminky pro rozmanité typy chranicich skupin
univerzalni a z téch nejCasteji pouzivanych Ize uvést methanol nasyceny amoniakem
(viz Schéma 8, 9, 12 a 13), &i roztok methoxidu sodného v methanolu (Schéma 20).>’

Schéma 20

/I\t/ | N\> MeO@Na®/MeOH‘ /NL/ | N\>
rt, 16 h
Me” N7 N Me” N7 N
OBz WOH
o o
0Bz “OH
BzO HO
XVII (92 %)
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Méné obvykla, pfesto v praxi rovnéZ vyhleddvana, je deprotekce znazornéna
na Schématu 21. Pomoci malého piebytku triethylamin-trinydrofluoridu (EtsN-3HF)
Vv tetrahydrofuranu (THF) byly uvolnény hydroxylové skupiny za vzniku nukleosidu
X1X odstoupenim tert-butyldimethylsilylovych skupin.”®

Schéma 21
Q Q
P(OiPr), P(OiPr),

NZ >SN Et;N-3HF, THF N%:N
N\ =, 1T N\
QN&,\P t, 16 h KN | N>
o o
“/0TBS “/OH
TBSO HO

XIX (63 %)

V neposledni fadé¢ miize jako dobry piiklad poslouzit i odchrdnéni castecné
benzylovaného nukleosidu pomoci ptfebytku chloridu boritého v dichlormethanu
pii —78 °C, jako tomu bylo pfi syntéze derivatu 7-deazaadenosinu (XX), ktery byl
ziskan ve vytézku 85 % (Schéma 22).>

Schéma 22
NH> | NH, |
NZ | N\ BCls, DCM NZ | N\
KN N -78°C, 16 h SN
\OH OH
o o
~  0Bn ~  OH
Bno—" Me Ho—~ Me
XX (85 %)
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2 NUKLEOFILNI SUBSTITUCE NA PURINOVEM
KRUHU

Purinové nukleosidy a jejich analogy se vyznacuji enormni diilezitosti pfedev§im
v oblasti mediciny, kde stabiln¢ figuruji jako zdroj antivirotické a protinadorové
aktivity. Za timto u¢elem je skupina téchto potencialnich chemoterapeutik neustale
roz§ifovana,” nejéastéji prostiednictvim nukleofilni vymény vhodné odstupujici
skupiny v poloze 2, 6 nebo 8 purinového skeletu.®® Vzhledem k obsahlosti fesené¢ho
tématu se bude text ndsledujicich kapitol soustiedit pouze na syntézu
2,6-disubstituovanych derivati adeninu ¢i adenosinu.

2.1 Substituce do polohy C6 purinovych derivati a nukleosidi

Tradi¢ni postup vedouci k syntéze 6-aminosubstituovanych purinovych analogii
pfedstavuje nahrazeni atomu halogenu (nejcastéji atomu chloru) ¢i oxoskupiny
odpovidajicimi aminy. Kompletni aminace miize byt vcelku snadno dosazeno
v organickych rozpoustédlech, jako je butan-1-ol, acetonitril, 1,4-dioxan,
N,N-dimethylformamid (DMF) nebo dimethylsulfoxid (DMSO), v pfitomnosti
terciarniho aminu (napt. triethylamin (TEA), N,N-diisopropylethylamin (DIPEA),
N,N-dimethylcyklohexylamin) jako béaze.*™® V nekterych piipadech, jako je
napiiklad zavedeni arylové skupiny na aminoskupinu deoxyadenosinu, je zapotiebi
I asistence katalyzatoru (Cul/K3POy,, InC|3).64’67

Na Schématu 23 jsou znazornény dva piiklady nukleofilni aromatické substituce
atomu chloru komer¢né dostupného 6-chlor-9H-purinu. Metodou A byl, reakci
vychoziho purinu s anilinem v refluxujicim propan-2-olu bez ucasti jakéhokoliv
dalsiho reaktantu, ziskan purinovy derivat XXI ve vyt&zku 85 %.% Naopak v pripadé
Metody B byla substituce atomu chloru podpofena navic piitomnosti triethylaminu.®®
Zasadni rozdil mezi obéma postupy ¢ini mnozstvi anilinu vstupujiciho do reakce.
Bez podpory baze je zapotiebi alesponi 2 ekvivalentii aminu na 1 ekvivalent vychozi
latky, zatimco v druhém ptipadé¢ staci pouze 1,1 molarni pfebytek anilinu na to, aby
byl pozadovany produkt ziskan v uspokojivém vytézku.

Cl NH, Metoda A: (85 %) HN :

i-PrOH
N7 | N\> . reflux, 1h N)IN\>
kN Metoda B: (71 %) KN N

N
H TEA (1,1 ekviv.), DMF
Metoda A: 2 ekviv. 80-100 °C, 18 h
Metoda B: 1,1 ekviv. XXi

Schéma 23

Vedle aromatickych amini je vSak mozné na atom uhliku C6
monosubstituovaného 9H-purinu obdobnym zplisobem navazat 1 primarni
&i sekundérni alifatické aminy, jako je tomu napiiklad ve studii Strappaghetti a kol.”
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Substituce byly rovnéz provedeny v ptitomnosti TEA, ovSem v absolutnim ethanolu.
Jeden konkreétni ptiklad je uveden na Schématu 24.

Schéma 24

@)

N, ~

J/‘N

cl 0 HN
NH
N7 | N\> . r}l/\/ > TEA, EtOH N7 | N\>
K N reflux, 20 h K
N~ N N~ N
H H
XXII (60 %)

Dosud byla fe¢ pouze o neglykosylovanych purinovych derivatech. Piestoze je
glykosylova vazba v purinovych nukleosidech méné stabilni nez u jejich
pyrimidinovych protéjSkil, Ize 1 na jejich heterocyklické bazi provést celou fadu
transformaci,”"> jako je naptiklad alkylace, halogenace, cross-couplingové

57,58,73 w XA . , ; .
reakce a samoziejme 1 diskutované nukleofilni substituce (Obrazek 4).
halogenace
SN nebo SyAr
( alkylace
r ) NH,
halogenace
Sn nebo SNAr

lithiace

zut
nitrace
thioalkylace
“OH

cross-couplingové reakce

click reakce
- J

Obrizek 4: Nejbéznéjsi reakce providéné na adenosinu.”™

Predmétem prace Bosche a kol. bylo srovnani reaktivity 2,6-dihalogenpurinovych
nukleosidii v palladiem katalyzovanych reakcich s benzamidem za riznych teplot.
Pro tento ucel se ukazali byt palladium (v podob& Pd,(dbas)’) a Xantphos  velmi
vhodnymi partnery a po ftad¢ reakci bylo predpokladané poradi reaktivity
jednotlivych halogent navazanych v polohach C2 a C6 purinového jadra zvolenych
halogenpurinovych nukleosidii potvrzeno jako nasledujici: C2—I > C2—Br >
C6—Cl >> C2—CI. Nukleosid XXI1I, jehoz syntéza je znazornéna na Schématu 25,
vznikl jako jediny produkt béhem reakce 2,6-dichlor-9-(2¢,3¢,5¢-tri-O-acetyl-p-D-
ribofuranosyl)-9H-purinu s benzamidem za katalyzy palladia, Xantphosu a uhli¢itanu

" tris(dibenzylidenaceton)dipalladium
™ 4 5-bis(difenylfosfin)-9,9-dimethylxanthen

26



cesného v ¢istém toluenu. V piipadech, kdy se v poloze C2 vyskytoval atom jodu ¢i
bromu, dochazelo za stejnych podminek a spodobnymi vytézky k navazani
benzamidu prednostné¢ pravé do této polohy. Jen v 5-10% vytézku byl ziskan také
dibenzamidovy derivat.”

Schéma 25
cl HN” SO
o)
N7 N Cs,C0;3, Pdy(dbas), Xantphos, toluen N7 SN
)\ [ D ’ NH; 80°C,6h g )\ [ D
c” °NT N ’ c” N7 N
\\\OAC \\\OAC
o} o}
TOAG “OAc
AcO AcO
XXIII (87 %)

Pokrokovou substituéni metodu znazornuje Schéma 26, kdy bézny protokol
Ctyfstupniové nukleosidové syntézy (protekce — glykosylace <« substituce —
deprotekce) svym zpisobem modifikoval Wan a jeho vyzkumna skupina.’
Oxoskupina na inosinu je aktivovana pomoci BOP™ a po eliminaci molekuly
hexamethylfosforamidu (HMPA) nasleduje navazani pfislusného aminu do uvolnéné
polohy C6 v ptitomnosti DIPEA a smési rozpoustédel (DMF/ethanol). Autofi
vyzkouSeli obdobné podminky pro Siroké spektrum primarnich, alifatickych
I aromatickych, amint a ve vSech piipadech dosahli vytézka vyssich nez 50 %.

Schéma 26
Me
Me
\N N-Me ©
Me” ‘p_, .Me PFg
o) o@N HN
e :
=z =z
HIL S . BOP, l;_)I:OEé(,:Dsl\(/)IFr:EtOH I\L D) —HMPA NK D)
N = : N~ N N~ N
‘\\OH NH, ‘\\OH ‘\\OH
o o o
“OH “OH “OH
HO | HO ] HO
XXIV (72 %)

Zvyse uvedenych reakci je patrné, Ze nukleofilni substituce provadéné
konvencnim zplsobem mnohdy vyzaduji dlouhou reak¢éni dobu (hodiny, nékdy
I dny). Vedle nich jsou vSak ¢im dal castéji publikovany i rychlejsi syntézy
asistované mikrovinami.

Napiiklad studie zabyvajici se vyvojem ,,ekologické* metody praveé pro pripravu
6-substituovanych aminopurini vyuziva pro navazani anilinu do polohy C6

1-H-benztriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfit
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u 6-chlor-9-(B-b-ribofuranosyl)-9H-purinu mikrovlnami asistovanou syntézu. Béhem
10 minut vznikl finalni produkt XXV ve velmi dobrém vytézku (Schéma 27).%

Schéma 27
Cl HNO
N NH,
N7 S . H,0 N7 | N\>
KN N MW (200 W), 10 min KN N
WOH WOH
o I 3 ekviv. o J
‘OH OH
HO HO
XXV (91 %)

Na zavér této kapitoly je na misté zminit 1 dal§i snadno vyménitelné skupiny
pouzivané pi1 nukleofilnich aromatickych substitucich na atomu uhliku C6
u purinovych derivati, a to zejména skupiny alkyloxy,” arylsulfanyl, nebo
methylsulfanyl.”

2.2 Substituce do polohy C2 purinovych nukleosidii

Vzhledem ke svym vyznamnym biologickym uc¢inktim se adenosin nejednou stava
cilem nejriznéjSich strukturnich modifikaci, zejména na atomu uhliku C2
purinového kruhu. Protoze je reaktivita vazby C6—Cl u 2,6-dichlorpurini mnohem
vys§i nez u vazby C2—Cl, je vyhodnéjsi z nich nejprve piipravit 2-chlorderivaty
adeninu ¢i adenosinu. Teprve pii pouziti ,,drsnéjSich podminek aminolyzy se
ziskavaji jejich 2,6-disubstituované aminoderivaty.”

Pro takovou konverzi atomu chloru v poloze 2 chranéného 2-chloradenosinu
pouzili Robins a Uznanski trimethylamin v acetonitrilu. VSechny reaktanty zahtivali

V uzavieném tlakovém reaktoru na 100 °C za vzniku o¢ekavaného produktu XXVI
(Schéma 28).”"

Schéma 28
NH; NH; NH;,
N Z N zZ N
N7 MesN, MeCN N N
P “oocen | Mol S D — e, LD
N N 100 °C, 6 h \ X Me N N
cl N OA Mg:N N OAc '?l N OA
5 N c < Me o A\ Me 5 W\ C
) S} vy 7
OAc Cl OAc OAc
AcO AcO AcO
XXVI (92 %)

Vyvinutim vhodné metody pro nukleofilni substituci do téZe polohy
2-chloradenosinu se mimo jiné zabyvali i Francis a kol.”® Pro zavedeni celé skaly
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alifatickych primarnich i sekundarnich aminii se jim osvéd¢ilo vynechani
rozpoustédla a vychozi nukleosid reagoval s pétindsobnym piebytkem piisluSného
aminu pii 130—-140 °C. Na Schématu 29 je uveden konkrétni priklad, kdy reaktantem
byl 2-(1-adamantyl)ethanamin.

Schéma 29
NH» NH»
N7 N

N
\ . 130-140 °C, 4 h N/K/E \
C|):hIN> @\/\NHZ N)\N l N>

XXVII (58 %)

Obdobnou cestou postupovali také Borcherding a kol. Slou¢enina XXVIII byla
piipravena zaménou atomu chloru v 2-chloradenosinu za R-amfetamin za bazického
pusobeni uhli¢itanu draselného (Schéma 30)."

Schéma 30

NH, NH>

Nﬁ[% . MeH KOy @ Nﬁ%
Cl)\N N NH, 130-140°C,8h ‘N)\N N
H

XXVII (61 %)

Dalsim vyhledavanym zptsobem je zavedeni molekuly hydrazinu nebo nékterého
z jeho derivath namisto atomu chloru jako tzv. linkeru. Tato reakce trva
za laboratorni teploty pfiblizné 24 hodin a obvykle poskytuje uvazované produkty
ve vysokych vytézcich. Naslednou transformaci nebo prodlouzenim struktury
hydrazinu je mozné cilené¢ dospét napiiklad k latce XXIX, ktera vznikla kondenzaci
2-hydrazinyladenosinu s 2-(p-tolyl)malondialdehydem (Schéma 31).%°

Schéma 31
(L [ 0 o (o
HN-\\ HN‘\\ HN'\\
N N H H N
N” NH,-NH, N7 EtOH N7
L > — - L > + — L >
Cl)\N N rt, 24 h H2N\N)\N N t,24h /N\N)\N N
o OAc H S \OH ’ o \OH
0 . 0, ., Me o) )
“OAc “OH “OH
AcO HO HO
Me
(92 %) XXIX (75-80 %)
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El-Tayeb a Gollos ptipravili sérii 2,6-diaminosubstituovanych nukleosidt, z nichz
nékteré nesly v poloze 2 purinového skeletu na methylhydrazinovém linkeru jesté
jednu molekulu monosacharidu. Schéma 32 ilustruje syntézu tzv. dvojitého
nukleosidu XXX, ktery obsahuje krom& D-ribosy také otevieny fetdzec L-galaktosy.™

Schéma 32
H
NH, NH, (] NH;
OH
)N\/ | N\> NHo(NH)Me )N\/ | N\> . HO MeOH OH oH )N‘\\ N\>
oSN 7 h HzN\,}l SN N woH  65°C,3-15h N N N

OH OH  HoI- z | OH
N Me N ' OH OH Me N
o o o
“OH “/OH HO “/OH
HO HO HO

XXX (70 %)

V roce 2002 Rodenko, Wanner a Koomen publikovali né¢kolikakrokovou syntézu
adenosinovych analogii na pevném nosi¢i. Vychozi nukleosid byl navazan
na polystyrenovou pryskyfici pies atom uhliku C5’ pentosového kruhu. Pfi selektivni
nukleofilni substituci do polohy C2 se nitro skupina osvédcila coby dobte odstupujici
jednotka, kdy nebylo zapotiebi ani vysoké teploty, jako v nékterych vyse uvedenych
ptipadech. Usp&sné konverze bylo docileno za piitomnosti DIPEA v N-methyl-2-
pyrrolidonu (NMP). Naslednym odchranénim cukerné jednotky monohydratem
p-toluensulfonové kyseliny ve smési DCM/MeOH, uvolnénim pevného nosice
Z meziproduktu pomoci methoxidu sodného v MeOH a zavéreénym promytim THF
vznikl finalni produkt XXXI v 68% vyt&zku (Schéma 33).%

Schéma 33
HN: HN:

N 1. DIPEA, NMP, N
=z PN L o — =z
NS N \—/ 2. p-TsOH'H,0, SN A SN

H

N o M DCM/MeOH, rt, 16 h OH
€ 3. NaOMe/MeOH, 2
O X THF, rt, 1 h 0
O Me ‘//OH
o) HO

XXXI (68 %)
Modifikované adenosinové derivaty XXVII-XXXI byly autory umyslné

pfipravovany jako potencialni ligandy pro A,a adenosinovy receptor, jehoz vyznam
bude ptiblizen v nasledujici kapitole.
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3 BIOLOGICKA AKTIVITA PURINOVYCH
NUKLEOSIDU

Jak v rostlinnych, tak v ZivociSnych organismech se vyskytuje velké mnozstvi
latek, jejichz zékladni skelet tvoii dusikaty heterocyklicky systém poprvé popsany
E. Fischerem v roce 1884. Imidazo[4,5-d]pyrimidin, béZzn¢ vSak nazyvany purin, se
Vv ptirod¢ v nesubstituované podobé nevyskytuje a ze ¢tyf moznych tautomernich
forem (Obrazek 5) byly experimentalng potvrzeny pouze dvé, 7H- a 9H-isomer.*®
Témet na vSech atomech ptitomnych v obou aromatickych cyklech jsou provadény
rizné modifikace. VSechny takové slouceniny pak lze zatadit pod souhrnny pojem

puriny.

H
5, W L 5 = Ny P . H>
H

1H-purin 3H-purin 7H-purin 9H-purin

Obrazek 5: Mozné tautomery purinu.

Nemalou c¢ast purind predstavuji purinové nukleosidy, jez maji samy o sobé
mnohostranny vyznam. Dalo by se fici, Ze logickym pocatkem vyctu zastupct jsou
adenosin a guanosin, jejichz nejdulezitéjsi funkci je piitomnost v fetézcich
nukleovych kyselin. Odtud se jejich dulezitost pteklenuje prostiednictvim fady
derivat Gcastnicich se mnoha metabolickych pochodt, z nichz kli¢ovym je proces
pro pfenos energie v organismu, jinymi slovy interkonverze fosfatovych estert obou
jmenovanych nukleosidii (Obrazek 6). AvSak purinové nukleosidy mohou také
zastavat funkce signdlnich molekul, neurotransmiteri a koenzymii ¢i jejich

4 4 60
soucastl.
exergonicka reakce .
energie
- HO
NH2 NH

2

Z N Z N
R LD
N N
N~ N N~ N
“OH WOH
o o
“/OH “/OH
©o 0 o ©0 0
S0, 07R, ©%fon @ S0, 07R,
@O,PQ\O + II:I’ + H %9 o-R
O NI
ADP + P, eO’F’\\o ATP

+ H,O
energie L
endergonicka reakce

Obrazek 6: Interkonverze adenosindifosfatu (ADP) na adenosintrifosfat (ATP)
., 26
a zpet.
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Pravé ztéchto dlivodl byvaji pfipravovany syntetické derivaty ptirodnich
nukleosidil, u nichz jsou nasledné testovany biologické ucinky a pozdéji provadény
klinické testy pro jejich mozné vyuziti v medicing.”™ V organismu tyto latky velmi
Casto pusobi jako antimetabolity. Mohou mit pfimy inhibi¢ni u¢inek na dil¢i reakce
intermediarniho metabolismu nebo na enzymy, jejichz aktivita je nutna pro normalni
prib&h biosyntetickych reakei.®® Ovliviwji tak naptiklad syntézu a opravy DNA &i
hromadéni zlomd v fetézci DNA. Jako zavéreCnou akci jsou schopny navodit
apopt(')zu.86

Nicméné vétSina obdobnych antimetabolitti vyzaduje nejprve vlastni metabolickou
preménu, napiiklad formou intracelularni fosforylace na nukleotidy, poptipadé¢ jinou
upravu, tieba pomoci ptislusnych enzymi, aby se do téchto biologickych procesii
mohla aktivng zapojit.®’

3.1 Purinové nukleosidy pouzivané v klinické praxi
3.1.1 Cytostatika

Purinové nukleosidy jako cytotoxicka a cytostaticka léCiva majici své misto
zejména v 1éEbé hematologickych nddorovych onemocnéni, kam patii
I leukemie — Zzhoubné poruchy krvetvorby. Jedna se o klonalni onemocnéni
charakterizované hromadénim a rozSifenim nadorovych bunék v kostni dieni
a dalezitych organech, coz vede az k hemopoetickému selhdni organismu. Dle typu
postizenych krvetvornych bunék, v nichz doslo ke vzniku nddoru, se leukemie déli
na myeloidni (myelocyt = burika v kostni dieni) nebo lymfocytarni (lymfocyt = typ
bilé krvinky). Akutni leukemie (AL) je rychla forma, pfi niZ postizené bunky nejsou
schopny se plnohodnotné vyvinout, jejich schopnost diferenciace je snizena, nebo ji
upln¢ ztratily. Pribéh chronické leukemie (CL) je naopak pomaly, bunky
s malignimi rysy dosahuji dospélosti a mohou se rozsifovat, ale nepodléhaji apoptoze
tak rychle jako jejich zdravé fyziologické proté&jsky.25

Vycet nasledujicich sloucenin zahrnuje nejen ty, jez jsou jiz fadu let vyuzivany
k 1é¢bé hematologickych poruch, ale i takové, které jsou soucasti praveé probihajicich
klinickych studii.

Jednim z nejranéji klinicky pouzivanych chemoterapeutickych 1é¢iv je pentostatin
(Obrazek 7), neboli 2°-deoxycoformycin, dostupny pod nazvem Nipent™. Je uréeny
pro pacienty trpici vlasatobund¢nou leukemii (HCL — Hairy Cell Leukemia) nebo
chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) s recidivou. Podava se intravenézné jednou
za 14 dni po dobu 3—-6 masici.*® Jako v piirodé se vyskytujici slougenina byl poprvé
izolovan v roce 1974 z kultivovaného plidniho mikroorganismu Streptomyces
antibioticus a vyzkum jeho bioaktivity byl ptivodné¢ zalozen na inhibici enzymu
adenosindeaminasy (ADA) o hodnotach v rozmezi 2-10 pm.*>

Na Obrazku 7 je dale uveden strukturni vzorec synteticky ptipraveného
deoxyribonukleosidu cladribinu, ktery je rezistentni vii¢i deaminaci enzymem ADA.

*

Pomérné vzdacné onemocnéni charakterizované pritomnosti lymfoidnich bunék s rozvlaknénou
88
cytoplazmou.
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Pod obchodnimi zna¢kami Leustatin®, Litak® nebo Leucladin® se rovnéz vyuziva
k1écbé HCL, ale i roztrousené sklerozy nebo systémové mastocytozy (kozni
imunologické  onemocnéni).  Intravendézni  davky se  pohybuji  kolem

1-2 mg-cm °-m &% %

OH NH,
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N A\

\\N N Cl /KN N

H

(0] 0]
“OH “7OH
HO HO
pentostatin cladribin

Obrazek 7: Deoxyribonukleosidova antileukemika.

V 1écbé CLL B-lymfocytli u pacientli s dostate¢nou tvorbou zdravych krevnich
bunék se jako vysoce efektivni medikament projevil fludarabin. Spole¢nosti TEVA,
Labatec nebo Ebewe jej vyrabi v Iékové form¢é monofosfatu, nékdy samostatné Ci
v kombinaci s jinymi ucinnymi latkami. Standardni infuzni pomér davkovani
fludarabinmonofosfatu odpovida 25-30 mg-m? tak, aby konetna koncentrace
fludarabinu v krvi byla mezi 3-5 uM. Byva zafazovan také v ramci terapii proti
daliim indolentnim lymfoidnim a hematologickym nadorim.**®" Spole¢n&
s pentostatinem a cladribinem patii témér tii desetileti mezi nejéastéji aplikovana
terapeutika v 16¢b& hematologickych onemocnéni.”® Strukturni vzorce fludarabinu
I ostatnich nasledujicich arabinosylovych cytostatik jsou uvedeny na Obrazku 8.

Nelarabin, arabinosylguaninovy analog, byl ptiivodné syntetizovan jako potencialni
antivirotikum, nakonec v8ak bylo, na zaklad¢ vysledka klinickych testt, rozhodnuto
pro jeho aplikaci pfi 1é¢bé akutni formy lymfocytarni leukemie (ALL) T-lymfocyta
U pacientd s recidivujicim a rekfrakternim onemocnénim. V Evropé je dostupny pod
nazvem Atriance”, v USA jako Arraron®. Vzhledem k jeho neurotoxicitd jsou
doporugené davky limitovany pro dosp&lé pacienty na max. 1 500 mg-m™? prvni, tieti
a paty den, pro d&ti 650 mg-m 2 prvni aZ paty den a podavany kazdych 21 dnt. %%

Na zaklad¢ uspéchu fludarabinu a cladribinu byl vyvinut dalsi arabinosylovy
nukleosid clofarabin, n€kdy oznacovan jako 1€k nové generace. Vykazuje podobnou
aktivitu véetnd odolnosti vi¢i G¢inku enzymu ADA.* Jako prolégivo je rovnéz
vyuzivan k 1é¢beé ALL, zejména u détskych pacienti s recidivou v rozmezi od 1 roku
do 21 let, v davkovani 52 mg-m % u d&ti a 40 mg-m u dospélych.’® Pod obchodni
znackou Evoltra® je vyrabén v Evropé, Australii a na Novém Zélandu, a jako Clolar®
v USA a Kanad¢. Nyni je clofarabin zkouman v klinickych testech, a to z hlediska
jeho mozného vyuziti ptilécbeé akutni myeloidni leukemie (AML). Po druhé fazi
byla zatim potvrzena jeho uUCinnost v kombinaci s pyrimidinovym nukleosidem
cytarabinem, rovnéz znazornénym na Obrazku g 103104

m? = na plochu lidského téla
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Obrdzek 8: Arabinosylova cytostatika.

V prvni fazi klinickych testi se v souCasné dobé nachdzi adenosinovy analog
8-chloradenosin (Obrazek 9) jako potencialni chemoterapeutikum pro medikaci
CLL. V polovin¢ roku 2016 byly zahajeny nabory dobrovolnik i pro testovani jeho
G¢innosti vi&i akutni forms LL.'%%

Na Obrazku 9 je vedle 8-chloradenosinu uveden forodesin (immucillin H, BCX-
1777), jenz ziskal v roce 2006 vramci EU status orphan drug” a pod znackou
Fodosine® se pouzivé k 16&b& kozniho T-lymfomu.'® Nyni se testuje jak u chronické,
tak u akutni formy lymfocytarni leukemie vic¢i obéma typum cilovych lymfocytd,
BiT, a jako potencialni imunosupresivum pro likvidaci aktivovanych

o 85 103,104
T-lymfocyti.
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Obrazek 9: Chemoterapeutika v klinickych testech.

3.1.2 Antivirotika

Zcela opravnéné se o virech mluvi jako o nejjednodussi formé zivota. Jejich
,organismus® tvoti vlakno DNA nebo RNA s proteinovym obalem, nemaji vlastni
metabolicky aparat, pouze omezenou enzymovou vybavu, ktera umoziuje jejich
proniknuti do hostitelské buiiky a ,,nastartovani* replikace. Dale jsou jiz zcela zavislé
na svém hostiteli a plné¢ vyuzivaji jeho bunécnou vybavu. Tedy informaci o syntéze
enzymil potfebnych pro svou existenci si nesou ve své DNA, resp. RNA, vlastni
syntéza pak probihd v hostitelské buiice.'® Toto uzké spojeni mezi hostitelem
a virem komplikuje vytvofeni vhodného antivirotika, které by nejen bylo schopné

Orphan drug = sirotci lék — oznaceni pro léky urcené pro vzdacnd onemocnéni; za bézného stavu tato
léciva nepokryvaji vyrobeiim néklady na jejich vivoj, proto pro né byla vytvoiena specidlni legislativa.®
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ucinné inhibovat replikaci viru, ale soucasné by také zpusobovalo co mozna
nejmensi $kody na hostitelskych buiikach.'®

Mezi virovd onemocnéni se fadi naptiklad chtipka, spalni¢ky, opary vyvolané
riznymi herpetickymi viry, hepatitida (zanét jater), vzteklina, détskd obrna, pravé
neStovice, HIV/AIDS nevyjimaje.

Inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy (NRTIs) jsou prvni antiretroviralni
skupinou latek, kterd prokazala efektivitu pravé vici viru lidské imunitni
nedostate¢nosti (HIV — Human Immunodeficiency Virus).'® Tyto latky vystupuji
jako hlavni slozky vysoce u¢inné antiretroviralni terapic (HAART — Highly Active
Antiretroviral Therapy), kdy v kombinaci s dal§imi léky sniZuji riziko §ifeni viru.'*®

Ze skupiny nukleosidovych inhibitori na bazi purinu (Obrazek 10) se konkrétné
jednd o didanosin (komeréné dostupny jako Videx®, zakladni davkovani:
dvakrat 200 mg-den* pro >60 kg, dvakrat 125 mg-den' pro <60 kg), abacavir
(Ziagen®, max. 600 mg-den v kombinaci s dal$imi antiretrovirotiky) a entecavir
(Baraclude®).™™ Entecavir viak neni pro 1é¢bu HIV-infikovanych pacienti, ktefi
nejsou lécent pomoci HAART, doporucovan kvili potencidlnimu rozvoji rezistence
viti NRTIs. Velmi &asto je naopak vyuZivan k 1é¢b& hepatitidy typu B.'?2
U didanosinu byla rovné€z potvrzena antiparazitalni aktivita proti kokcidii
Toxoplasma gondii.**®
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Obrazek 10: Purinové inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy.

Co se tyCe dalSich virovych onemocnéni, arabinosylovy analog adenosinu
Vidarabine® (Obrazek 11) vykazuje antivirotickou aktivitu vii¢i poxvirim (napf.
pravé nestovice), jednoduchym oparim (Herpes simplex) i viic¢i viru Varicella zoster
virus, ktery zptisobuje plané nestovice a pasovy opar.”™* Jeho nevyhodou je vyssi
toxicita a niz§i metabolicka stabilita oproti acicloviru, pifesto se v klinickych
podminkach testuje jeho vyuziti v 1é¢bé herpetickych virt u pacientd s HIV, u nichz
aciclovir nezabira.™™

Na Obrazku 11 je rovnéz uveden derivat s pracovnim oznacenim BCX4430
(Immucillin A), ktery je prozatim v ramci klinickych testi zkouman jako budouci
mozn¢ chemoterapeutikum proti viru Ebola. 0411

35



N/
| N\
Ay
OH
(e}
“OH
HO
vidarabin

NH,

H
N
)

N/
N

N

HN

HO

BCX4430

R \\O H

“/OH

Obrazek 11: Nukleosidova antivirotika.

Stranou by nemély zistat ani acyklické nukleosidy. Strukturni vzorce vybranych
zéastupcil jsou uvedeny na Obrazku 12. Tyto latky se vyznacuji zvlasté vysokym
stupném specifity u¢inku. Aciclovir, b&zné dostupny jako Acyklovir® nebo Zovirax®,
je nejlépe snaSenym antivirotikem, jelikoz jeho aktivace probiha jen v infikovanych
buiikdch a ptednostné inhibuje syntézu virové DNA. Aplikuje se pi1 1écbé
jednoduchych oparti, planych nestovic nebo pasového oparu. "

Do této skupiny antivirotik dale spada i ganciclovir, ktery byva pouzivan v terapii
t&zkych infekci vyvolanych cytomegaloviry”, prekurzor acicloviru valaciclovir &i
antiherpeticky prekurzor famciclovir. "'

Dale je na misté také jmenovat velmi dobfe znamé 1éky Hepsera' ™ a Viread ™
majici spole¢nou historii. Byly totiz vyvinuty vyzkumnym tymem profesora Holého.
Pod nazvem Hepsera™ se skryva antivirotikum adefovir dipivoxil, jez byl v roce
2002 oficialné uveden na trh pro 1écbu hepatitidy typu B. Od roku 2008 se zacal proti
tomuto onemocnéni predepisovat i tenofovir disoproxil, coby vySe zminény
Viread™. Ten byl viak uZ v roce 2001 schvalen pro 16¢bu AIDS.™
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Obrazek 12: Acyklické nukleosidy.

Skupina virii vyznacujici se schopnosti zvétsovat hostitelské buiiky, Fadi se do celedi Herpesviridae.'®
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3.1.3 Agonisté adenosinového receptoru

V poslednich letech zaziva purinova chemie néco jako obrozeni. Velky rozvoj
zaznamenalo zejména studium adenosinovych receptori (AR). Receptory jsou
makromolekuly, jejichz fyziologickym ukolem je véazat biologicky ucinné latky
a prevadeét tuto vazbu na efekt, tedy na zménu bunééné funkce. Existuji receptory
riizného slozeni a také s rozdilnymi zptsoby transdukei signalu.'*®

Adenosinové  receptory  nalezi do  skupiny receptori  spfazenych
S G-proteinem a existuji Ctyfi znamé podtypy — A1, Aoa, Azg a As, jez se vyskytuji
tém&f v celém lidském téle a detekuji lokalni zm&nu koncentrace adenosinu.?®*%
Kazdy z nich ma ale jedine¢ny farmakologicky profil a tkanovou distribuci. A; AR
jsou napfiiklad dilezité pro regulaci krevniho tlaku nebo signall bolesti, kdy jejich
aktivace tyto signaly tlumi, coz vede k lokalni anestezii, ¢aste€né chrani 1 pred
(Jejich agonisté v 1écbé astmatu predstavuji vhodnou alternativu namisto
glukokortikosteroidl) a rozsifuji cévy a Az AR rusi nékteré signdlni drahy adenosinu,
coz umoziiuje inhibici rastu lidskych rakovinotvornych bundk.”™'# Soucasné
vyzkumy si davaji za cil najit predevsim jejich nové agonisty. ™

Afinita k adenosinovym receptorim (Ki) je definovana jako pomér rychlosti
afinita.!® Samotny adenosin ma vysokou afinitu k A; a Axa AR, zatimco
K receptorim Ajs a Az tak vyrazna neni. Jednotlivé hodnoty jsou uvedeny
v Tabulce 1.

Tabulka 1: Afinita adenosinu Kk jednotlivym receptortim.

Receptor AR Ki [nM]
Ay 0,3-3
Aoa 1-20
Aog >1000
As >1000

Novym selektivnim agonistou A; AR je kupiikladu  tecadenoson s vazebnou
afinitou K; o hodnoté 6,5 nM,"”*'® ktery je vklinickych testech zkoumén
v souvislosti s konverzi paroxysmalni supraventrikularni tachykardie™ na sinusovy
rytmus, 104127:128

Agonistou A;a AR s vyraznym vazodilatatnim ucinkem je regadenoson
(K; = 290 nM), vedeny pod obchodni znatkou Lexiscan® (USA) nebo Rapiscan®
(EU). Jeho hlavni funkei je rozSifovani cév (ucinek od koncentrace
0,3-1,0 ug'kg )'® a je pouzivan pti farmakologickych zat&Zovych testech, b&hem

Vazebna afinita ligandu.
™ Zéachvatova rychlé srdecni arytmie.
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nichz navozuje zrychleni krevniho toku do srdce a udrZuje ho po dobu trvani skenu
myokardialni perfuze (MPl SPECT)".***® Vedle adenosinu vykazuje regadenoson
niz§i afinitu vici A,a AR, ale na druhou stranu miZze aZz stondsobné zvysit
myokardialni pritok krve.'*

V zavéru tfeti faze klinickych studii se nachdzi dalSi agonista A;a AR,
binodenoson, jehoz vazebna afinita k receptoru byla stanovena na 270 nM.™
Vysledky experimentalniho posouzeni jeho uc¢innosti a bezpecnosti pii srdeéni
ischemii oviem nebyly dosud vyhodnoceny a zvefejnény.'**'%

Specifickym agonistou Az AR (K = 1,8 nM) je pak latka s ozna¢enim CF101,
genericky znama jako IB-MECA. Vykazuje diferencialni ucinek na nadorové
a zdravé bunky. Pti klinickych testech na mySich inhiboval riist riznych nadorovych
bunék a potlatil rozvoj melanomi, karcinomi tlustého stieva a prostaty.'?%'%*13
Strukturni vzorce vySe komentovanych agonistli jsou zobrazeny na Obrazku 13.
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Obrazek 13: Agonisté adenosinovéeho receptoru.

Adenosinové receptory jsou atraktivnim cilem pro vyzkum terapeutickych ucinkt
v siroké Skale onemocnéni, jako je astma, Parkinsonova choroba, hypoxie
(nedostatek kysliku v organismu) a mnoho dalsich.

Purinové slouceniny se celkové staly také sttedobodem vyvoje genetické terapie,
biologickych sond a moderni technologie sekvenovani DNA, jejichZ prostfednictvim

se rovnéz dafi proniknout do molekuldrnich mechanismii chemické karcinogeneze
aoprav DNA 131%

3.2 Prirodni purinové derivaty

Mikroorganismy, rostlinné a zivo¢isné tkané¢ byly odjakziva zdrojem ptirodnich
nukleosidl, které nejsou soucasti nukleovych kyselin. Pravé naopak, v buiikach se
vyskytuji ve volné podobé. Drtivou vétSinu téchto slouCenin predstavuji
antibiotika. "%

Zobrazovani srdecniho pritoku zatezovou jednofotonovou emisni tomografii.
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3.2.1 Antibiotika

Pivodnim smyslem slova antibiotikum bylo oznaceni ptirodni latky produkované
mikroorganismy, ktera svym ucinkem ovliviiovala rist jinych mikroorganism.
Pro syntetické slouceniny se pouzival pojem chemoterapeutikum, ¢asem se vSak
vnimani tohoto rozdilu vytratilo.™*'%

Nukleosidova antibiotika slouzi zejména jako duleZity nastroj ke zkoumadani
mechanismli biochemickych reakci. Primarné se jednd o biosyntézu nukleovych
kyselin a proteintl. Dnes je znamo vice neZ dvacet nukleosidovych antibiotik, v nichZ
aglykonovou (necukernou) slozku tvo¥i purinovd nebo pyrimidinova baze.'*’
Nektera ptirodni antibiotika jsou uvedena na Obrazku 14.
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Obrazek 14: Vybrana prirodni nukleosidova antibiotika.

Puromycin vykazuje antimikrobialni aktivitu vac¢i bakterii Bacillus subtilis
(MIC =20 pg-cm )" a plisobi mimo jiné také jako inhibitor proteosyntézy.™ Zde
jeho mechanismus ucinku spoc¢iva v napodobeni struktury aminokyseliny tyrosinu,
neumoziuje tedy dal$i rist polypeptidového fetézce, coz vede k ukonceni elongace
a pred¢asnému uvolnéni syntetizovaného proteinu.”

Cordycepin byl poprvé izolovan z houby Cordyceps militaris a byva jako pfimés
pouzivan v tradi¢ni &inské medicing. Ma antikoaguladni Gginky (ICsy =500 uM)™
a vykazuje i cytostatickou aktivitu viigi ALL (ICso = 50,4 pM). 04

Tubercidin,  neboli ~ 7-deazaadenosin, je  cytostatické  antibiotikum
(GICso = 0,011 pM) ™ ziskané z bakterie Streptomyces tubercidicus, které disponuje
antifungalnimi a tuberkulostatickymi vlastnostmi (K;j = <2 nM, 1Cso = 10 uM). %14

Vzéicnym prikladem pfirodni latky obsahujici kovalentné vdzany atom fluoru je
nucleocidin, antibiotikum produkované bakterii Streptomyces calvus. *** Byl testovan

*

MIC = minimdlni inhibicni koncentrace — nejnizsi koncentrace chemické latky, ktera inhibuje viditelny
rist mikroorganismu po inkubaci pres noc.

*%

ICso = polovicni inhibicni koncentrace — takova koncentrace ucinné latky, pii které dochazi
k 50% inhibici riistu nebo aktivity daného cile (mikroorganismus, ndadorové buiiky).
GICsy = polovicni riistovd inhibicni koncentrace — koncentrace ucinné ldtky, pri které dochdzi

k 50% inhibici riistu Zivotaschopnych bunék.*®
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jako potencialni 1é¢ivo proti infekci HIV, nanestésti se vSak ukazalo, ze je extrémné
toxicky vi¢i neinfikovanym buiikam, coZ vyluduje jeho aplikaci v klinické praxi.**®

3.2.2 Cytokininy

Pod nazvem cytokininy je zahrnuta skupina rostlinnych hormont a bioregulatort,
které mnohostranné ovliviiuji riist a vyvoj rostlin. Endogenni cytokininy stimuluji
bunééné déleni, fotomorfogenezi, vznik chloroplastli, biosyntézu pigmentt, reguluji
rist kofent, vyhonkd a celkovou stavbu rostliny.**® Piirozend se vyskytujici
cytokininy jsou relativnd jednoduché N6-substituované adeninové derivaty™’
a odborna literatura je dé&li na isoprenoidni (Obrazek 15a) a ,,aromatické*
(Obrazek 15b). Zatimco isoprenoidni cytokininy se vyskytuji témét ve vSech
rostlinach, ,,aromatické* byly zatim identifikovany v rostlinné ti$i jen v omezené
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mife a nékolik z nich bylo objeveno az po piipravé jejich syntetickych obdob.
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Obrazek 15: Isoprenoidni (a) a ,,aromatické “ cytokininy (b).

V mnohem niz8§ich koncentracich neZz volné cytokininy existuji v rostlinach
také jejich ribosidy (Obrazek 16).**® Napiiklad nejhojngjsi o-topolin-9-p-b-
ribofuranosid se v topolovych listech za rozbtfesku vyskytuje az v mikromolarnich
koncentracich. Podle autory provedenych vyzkumi zalezi hladina tohoto cytokininu
jak na svételnych podminkach, tak na stupni rozvinutosti listu.**°
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Obrdazek 16: ,, Aromatické *“ cytokininové ribosidy. 150151

Diive se mélo za to, ze glykosidové konjugaty cytokinini (nesouci v poloze 9
purinového kruhu ribosu nebo glukosu) jsou jen transportni, zdsobni a pfedevSim
neaktivni formy." Aviak na bazi hlavni funkce t&chto fytohormont se zrodil
predpoklad, ze by stejné tak, jak ovliviiuyji riist a diferenciaci bunék u rostlin, mohly
totéz vykondvat 1 u zivo¢ichii. Nasledné byly u téchto latek skute¢né prokazany
antiproliferaéni u¢inky na Zivo&isné nadorové buiky™’, kdy se v mnohych
pfipadech ribosidy ukdzaly byt dokonce aktivn€j$i nez jejich neglykosidové
protéjSky. Vzijemné porovnani antiproliferacni aktivity vySe komentovanych
cytokinintl (Obrazek 15 a 16) je uvedeno v Tabulce 2,281

Tabulka 2: Antiprolifera¢ni aktivita cytokinint a jejich ribosidl vyjadiena v ICx,.

Cytokinin ICs0 [uM]
(zkratka) CEM HL60 K562 MCF7 Hel a BJ
iP 92,0 >166 150,0 >166 >166 >166
iPR 1,7 0,7 5,2 6,9 55 2,5
tZ >166 >166 >166 >166 >166 >166
tZR >166 95,9 >166 >166 >166 >166
cZ >166 >166 >166 >166 >166 >166
cZR 18,8 7,9 >166 >166 42,3 55,2
mT >166 >166 140,0 >166 >166 >166
mTR >166 24,0 >166 >166 >166 3,9
oT 118,0 78,0 >166 >166 120,0 >166
oTR 0,5 0,6 2,4 3,1 2,1 1,5
pT >166 123,0 >166 >166 >166 >166
* Tlumici rist & mnoZeni bunék.*™
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1Cs0 [uM]

Cytokinin
(zkratka) CEM HL60 K562 MCF7 HelLa BJ
PTR >166 7,5 >166 >166 >166 15,3
BA >166 >166 140,0 >166 >166 >166
BAR 1,3 0,9 59 3,7 1,9 1,7
K 155,0 >166 >166 >166 >166 >166
KR 1,6 0,8 10,5 4,3 4,3 2,1

Pozn.: zkratky pouzitych bunéénych linii: CEM — T-lymfocytarni leukemie, HL60 — promyelocytarni leukemie, K562
— chronicka myeloidni leukemie, MCF7 — karcinomu prsu, HeLa — karcinomu délozniho &ipku, BJ — lidskych
fibroblastd z predkozky; >166 = 166 uM — nejvyssi pouzita koncentrace

U nékterych cytokininovych ribosidi byla zjiStovdna také afinita vici
adenosinovému receptoru Aza (ZR Ki = 2,9 uM, KR K; = 17 uM, p-TR Kj = 10 uM).
p-Topolin-9-B-D-ribofuranosid prokazal shodnou vazebnou odezvu i vici receptoru
Az AR. Kromé¢ toho, Ze je p-TR schopny aktivovat adenosinové receptory, dokdze
také blokovat adenosinovy pfenase¢ ENT-1 (rovnovazny nukleosidovy transportér,
Equilibrative Nucleoside Transpoter). Objev této soucasné dualni funkce p-TR
odstartoval velmi pfinosnou strategii v 1é¢bé Huntingtonovy choroby, vzacného
neurodegenerativniho onemocnéni mozku.*>***’

Velmi neobvyklym pfirodnim cytokininem je slou¢enina 14-O-{3-O-[3-D-galakto-
pyranosyl-(1—2)-a-D-galaktopyranosyl-(1—3)-a-L-arabinofuranosyl]-4-O-(o.-L-ara-
binofuranosyl)-B-D-galaktopyranosyl}-trans-zeatin-9-B-D-ribofuranosid,  trivialné
nazyvand anglickym vyrazem ,,gazer* (Obrazek 17), ktera byla izolovana z tekutého
endospermu kokosovniku ofechoplodého (Cocos nucifera).®® Bylo prokazano, Ze
cytokininova aktivita gazeru se v rostlinnych bunkach projevuje az po hydrolyze
na zeatin. Zejména vzhledem k jeho nékolikanasobné vyssi rozpustnosti ve vodé se
pravdépodobné opravdu jednd vyhradné o vyznamnou transportni ¢i prekurzorovou
formu zeatinu.

Jako jedna z mala zkousek, které byly pro tuto slouc¢eninu provedeny, je stanoveni
jeho optimalni koncentrace pro aktivitu podporujici rist kalusové kultury tabaku.
Zjisténa hodnota 5 pM je v porovnani s Kinetin-9-B-D-ribofuranosidem sice o fad
niz§i, na druhou stranu vsak vykazuje o fad vyssi aktivitu nez 1,3-difenylmocovina

14 wr 14 . . . [e] w I 4 W . W 159
nalezici do skupiny cytokininti ptibuznych mocoving.
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Obrazek 17: Strukturni vzorec gazeru.

Z chemického hlediska je stejné tak neobvyklym glykosidem machilaminosid B
(Obrazek 18), ktery jiz nepatii do skupiny cytokininti. Tento triterpenovy alkaloid
odvozeny od zékladniho skeletu kukurbitacinu'® byl izolovan z kmenové kiry
stromu Machilus Yaoshansis rostouciho v provincii Guangxi v Cing."®*

Obrazek 18: Strukturni vzorec machilaminosidu B.

Machilaminosid B vykazuje neselektivni cytotoxickou aktivitu vici nekolika
lidskym nadorovym bunéénym liniim zpusobujicich kuptikladu rakovinu vaje¢niki
(A2780), tlustého streva (HCT-8), jater (Bel-7402), zaludku (BGC-823) anebo plic
(A549) v rozmezi 0,3-0,8 uM. Stejné tak byla u této slouceniny zjisténa schopnost
inhibovat sekreci proteinu TNF-a (faktor nadorové nekrosy a, Tumor Necrosis
Factor Alpha) v koncentraci 0,5 uM.**
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4 PURINOVE NUKLEOSIDY S ADAMANTANOVYM
SKELETEM

4.1 Adamantanova lé¢iva

Mnozstvi derivati adamantanu vyuzivanych v soucasné mediciné jen potvrzuje,
jak velkym ptinosem objeveni tohoto klecového uhlovodiku bylo.'®**®* Predni
postaveni vtomto oboru zaujimd zejména skupina jednoduchych derivat
adamantanu v klinické praxi aplikovanych pii 1€¢bé rtiznych typt chiipkovych
onemocnéni a infekci. Mezi nejvyznamngj$i zastupce se fadi rimantadin,'®
adapromin,’® tromantadin,'® bromantan & amantadin. Posledni dvé& jmenované
latky byvaji navic pouzivany i pii 1é¢bé Parkinsonovy choroby nebo alespon
Kk potla¢eni nékterych jejich symptomu jako je ztuhlost, tfas nebo nekontrolované
svalové pohyby.'® ! Bromantan pak mize mimo jiné vystupovat jako ne zcela
typicky psychostimulant a anxyolitikum pro pacienty trpici nervovou slabosti.'”
Pro paliativni 1é¢bu stiedné zavazné az tézké formy dalsiho z civilizacnich
onemocnéni neurodegenerativniho charakteru, a to demence Alzheimerova typu, byl
usp&sné zaveden memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amin).’”® Do t¥idy oralnich
hypoglykemik pak nalezi adamantanové analogy pouzivané V klinické praxi
pod nazvy saxagliptin  avildagliptin. Jedna se o inhibitory enzymu
dipeptidylpeptidasy 4 (DPP-4), ktery ma zasadni vyznam v metabolismu
glukosy.'™ '™ Strukturni vzorce vsech vySe jmenovanych 1é&iv jsou uvedeny
na Obrazku 19.
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H
NH, NHy o 'z

N “11H N

ve M v

Me HO NH2 H O N
N HO

amantadin memantin saxagliptin vildagliptin

Obrazek 19: Derivaty adamantanu uvedené na farmaceutickém trhu.

Aktivita vici virim vSak neni jedinym opodstatnénim, pro¢ jsou adamantanové
derivaty tak vyhledavadny aproC se neustdle pracuje na rozSifovani jejich fad.
Poslednich par desetileti nachazi adamantan stale Castéji své uplatnéni také coby
hostujici molekula v odvétvi supramolekularni chemie. Cilend komplexace vhodnych
makrocykli s adamantanem navazanym na biologicky aktivni molekule miize mimo
jiné ovliviiovat jeji rozpustnost ve vodném prostiedi zivého organismu,*”®*"® na coz
opét velmi ochotné slySi zejména farmaceuticky pramysl.

44



4.2 Adamantan v purinovych nukleosidech

Resersni prizkum souvisejici s problematikou fesenou v této praci prokazal, ze
do soucasnosti bylo ptipraveno jen nékolik malo purinovych nukleosidi obsahujicich
adamantanovy skelet. Strukturni vzorce dotyénych sloucenin jsou znazornény
na Obrazku 20.7°*%

U sloucenin XXXV-XXXVII byla vedle syntézy samotné studovana a také
potvrzena biologicka aktivita. Nukleosid XXXV vykazuje antiprotozoalni ucinky
vaci Trypanosoma brucei rhodesiense zpisobujici vychodoafrickou akutni formu
spavé nemoci (ICso= 34,1 uM)'™® a sloucenina XXXV aktivuje adenosinovy
receptor A; laboratornich krys (K; = 73 nM).*® Témet 0 15 let pozdgji byla obdobna
schopnost potvrzena i u latky XXXVII ovSem tentokrat vuci savéim A; AR
receptorim (ECso = 4,0 uM)"."#
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Obrazek 20: Dosud pripravené adamantylované purinové nukleosidy.

Uvedené hodnoty biologické aktivity nukleosidi na bazi adamantanu vsak nelze
v kontextu jinych znamych nukleosidl povazovat za pfili§ vyznamné. Pfi¢inou miize
byt ptilisna blizkost adamantanového skeletu kK purinovému kruhu a z toho plynouci
sterické branéni purinového skeletu. Toto tésné sousedstvi pak mize vést napiiklad
k nemoznosti navazani inhibitoru do aktivniho mista buné¢ného cile (napf. enzymu).
Z tohoto duvodu je nasnadé upraveni struktury obdobnych sloucenin tak, aby
vzdalenost adamantylovych substituentd byla od purinového jadra vétsi.

*

ECso = polovicni ucinna koncentrace — koncentrace ucinné latky, ktera po specifikované dobé expozice
vyvola odpovéd’ v poloviné mezi zakladni linii a maximem.
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Nase vyzkumné skupina se jiz né€kolik let vénuje syntéze novych slou€enin
nesoucich adamantanovy motiv, kdy jako vhodné pro zavedeni na purinovy skelet se
jevi aromatické aminy na bazi adamantanu, jejichZz syntéza a schopnost vytvatet
supramolekularni komplexy s B-cyklodextrinem (B-CD) byly popsany v diive
publikovanych pracich.'®

Zabudovanim adamantylového zbytku do struktury vybrané slouceniny dochazi ke
zvyseni jeji lipofility, v disledku ¢ehoz muze dojit ke zlepSeni jeji schopnosti projit
bun&¢nou membranou,™® coZ predstavuje neodmyslitelnou nutnost pro uéinnost 16¢iv
v zivych organismech. Na ziklad¢ téchto znalosti a s velkym potencidlem byla
ptfipravena sada originalnich 2,6,9-trisubstituovanych purinti, jez v poloze C2
purinového skeletu nesly atom chloru anebo zbytek aminoalkoholu (3-aminopropan-
1-olu), v poloze C6 pak vySe zminéné aromatické aminy na bazi adamantanu
a kone¢né poloha N9, stejné¢ jako u roscovitinu, byla obsazena neptili§ objemnym
nepolarnim propan-2-ylovym subtituentem.*®’

Prestoze nasledné testovani biologické aktivity ptineslo pozitivni vysledky, znacné
jej zkomplikovala omezend rozpustnost piipravenych sloucenin v poladrnim prostiedi.
Pravé zde bylo efektivné vyuzito schopnosti novych latek tvofit inkluzni komplexy
s B-CD, kdy doslo k prokazatelnému zlepSeni rozpustnosti, a to bez negativniho
dopadu na biologickou aktivitu.

Vyse uvedené Gspéchy nas motivovali jesté rozvinout zkoumanou problematiku
a rozhodli jsme se propan-2-yl na N9 nahradit polarné€j$im cukernym ,,alkoholem
za ziskani ptirodé bliz§ich nukleosidi.
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5 CILE DISERTACNI PRACE

Impulzem pro sepsani ptfedkladané prace nejen o glykosylaénich metodach
vedoucich k purinovym nukleosidiim bylo navazat na studii zabyvajici se syntézou
a studiem biologické aktivity 2,6,9-trisubstituovanych purini nesoucich ve své
molekule adamantanovy motiv.

Na zaklad¢ poznatkd ziskanych béhem reSerSniho prizkumu byla vytvofena
pfedbéZzna posloupnost reakci, které bude nutné v rdmci planované multikrokové
syntézy provést, stejné¢ jako nasledné experimentdlné ovéfit ony vybrané metody
pro ptipravu jednotlivych komponent, a sice vychozich slouc¢enin, modelovych
purinovych derivati a adamantylem modifikovanych purint.

Série optimaliza¢nich reakci na modelovych slou¢eninach by méla vést k nalezeni
pouzitelnych glykosyla¢nich podminek, aby pak jejich prostfednictvim a vzajemnou
kompletaci ptedchystanych stavebnich jednotek mohly byt uspéSné obdrzeny
tzv. prekurzory nukleosidi. Odblokovanim téchto prekurzort budou pak ziskany
finalni 6-substituované a 2,6-disubstituované purinové nukleosidy s piipadnou
moznosti dal§ich modifikaci na purinové bazi.

Zavéretnym krokem bude u pfipravenych latek provedena kompletni
charakterizace pomoci metod strukturni analyzy a také screening a vyhodnoceni
jejich ptipadné biologické aktivity na vybranych bunéénych cilech.
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6 PRISTROJE A METODY INSTRUMENTALNI
ANALYZY A DALSI VYBAVENI

Teploty tani (t;) byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou korigovany.

Elementarni analyzy (EA) prvka C, H, N byly zji§tovany na pfistroji Flash EA
1112 Automatic Elemental Analyzer od firmy Thermo Fischer Scientific.

Reten¢ni faktory (Rf) byly uréeny pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
za pouziti desti¢ek typu TLC Silica gel 60F ,54 (Merck KgaA). Jako mobilni faze byly
pouzivany nasledujici smesi v objemovych pomérech (Viv) —
soustava a: CHCI3:EtOAc (7:3); soustava b: CHCI;:MeOH (5:1); soustava
c: CHCI;:MeOH (8:1); soustava d: CHCI;:MeOH (12:1); soustava e: CHCI;:EtOH
(19:1); soustava f: CHCI3:EtOH (4:1); soustava g: PE:EtOAc (1:1); soustava h:
PE:EtOACc (8:1); soustava i: EtOAc:MeOH (9:1).

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla méfena na pftistroji Bruker
Avance III 500 pti frekvenci 500,13 MHz (*H) a 125,77 MHz (**C) a jako interni
standard bylo pouzivano rozpoustédlo: pro 'H &(rezidualni DMSO-ds) = 2,50 ppm;
pro *C §(DMSO-dg) = 39,52 ppm. Pfi interpretaci protonovych spekter bylo pouzito
nasledujicich zkratek: s = singlet, d = dublet, dd = dublet dubletti, ddd = dublet
dubletd dubletd, t = triplet, m = multiplet.

InfraCervena spektra (IR) byla métena na spektrometru Nicolet iIS10 FTIR nebo
FTIR Bruker ALPHA-T v podobé KBr tablet. Vyhodnoceni spekter bylo provedeno
pomoci zkratek pro intenzitu absorbéniho pasu: w = slabd, m = stiedni, s = silna;
ptipadné pro jeho §itku: b = §iroky pas. Hodnoty vIno&tu jsou uvedeny v em ™.

Kvantitativni analyza nékterych reakénich smési byla provedena pomoci
plynového chromatografu Shimadzu GCMS-QP2010 spojené¢ho s kvadrupdlovym
hmotnostnim analyzatorem. Bliz$i specifikace parametrtit méfeni: chromatograficka
kolona Equity-1 (30 m; 0,32 mm; 1 um); nosny plyn: helium (konstantni pratok
203 cm-s *); teplotni program: 100 °C/7 min, 25 °C/min zvyseni na teplotu 250 °C,
ktera byla drzena patficné dlouhou dobu; teplota néstfiku: 250 °C; iontovy zdroj:
200 °C, 70 eV. Béhem analyzy hmotnostnich spekter byly brany v tivahu signaly
s relativnim zastoupenim alesponn 5 %, coz neplatilo pro molekulové ionty.
Charakterizace vybranych fragmentli pozorovanych v hmotnostnich spektrech je
uvadéna v zavorce za hodnotou m/z.

Na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X (Bruker Daltonics)
vybaveném elektrosprejovym ionizacnim zdrojem byly provadény ESI-IT-MS
analyzy. Veskerd meétfeni byla provedena jak v pozitivnim, tak v negativnim
skenovacim modu. Do iontového zdroje byly vzorky piivadény v podobé roztoku
MeOH:H,0 (1:1, v:v) o koncentraci 0,5 pg-ml" kovovou kapilarou pfi konstantnim
pritoku 3 pl-min . Ostatni parametry: napéti na kapilaie: —4,2 kV; teplota susiciho
plynu (220 °C); pratok suSiciho plynu (6 dm?"min_l); tlak rozprasovaciho plynu
(55,16 kPa). Jako suSici a rozprasovaci plyn byl pouzit dusik. Pfipadné dalsi
parametry byly optimalizovany b&hem jednotlivych experimentd. Tandemova
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hmotnostni spektra byla po izolaci pfislusSného iontu méfena pomoci kolizi
indukované disociace (CID). Jako kolizni plyn bylo pouzito helium.

Difrakéni analyza monokrystali pomoci Rontgenova zafeni byla provedena
na difraktometru Kuma KM-4-CCD, struktura byla nasledné¢ feSena v programu
SHELXS97 a graficky zpracovana pomoci programu ORTEP-3 na Ustavu chemie,
Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brn¢, pod vedenim doc. Mgr.
Marka Necase, Ph.D.

Reaktanty 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-p-D-ribofuranosa (Sigma Aldrich),
2,6-dichlor-9H-purin (ApliChem) a trimethylsilyl trifluoromethansulfonat (Sigma
Aldrich), silylaéni ¢inidlo N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid (Sigma Aldrich)
a pouzita rozpoustédla byly zakoupeny z komer¢nich zdroju a pied jejich pouzitim
nebyly dale upravovany ani ¢istény.
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7 MULTIKROKOVA  SYNTEZA  PURINOVYCH
NUKLEOSIDU, CHARAKTERISTIKA ZISKANYCH
SLOUCENIN A TESTY BIOLOGICKE AKTIVITY

7.1 Priprava aromatickych amini na bazi adamantanu

Aromatické aminy na bazi adamantanu byly pfipraveny dle pracovnich postupt
vytvofenych, optimalizovanych a publikovanych nasi vyzkumnou skupinou.'®

7.1.1 Nitrace (1-adamantyl)(fenyl)methanonu

Nitrace byla provedena ve dvouplagtovém reaktoru (50 cm®) napojeném na externi
chladici systém a pfedem vychlazeném na teplotu —15 °C. Do takto nachystané¢ho
reaktoru bylo nadavkovano 10 cm® acetanhydridu. Po vytemperovani acetanhydridu
na pozadovanou teplotu byl velmi pomalym pfikapavanim nitraéni smési (4,1 cm®
kyseliny dusi¢né a 0,2 cm® kyseliny sirové) pripraven ,,in situ“ acetylnitrat. B&hem
postupného pridavani smési kyselin nesméla teplota v reaktoru piesahnout 10 °C.
Po ptidani celého mnozstvi nitraéni smési (do 60 minut) byl do reaktoru postupné
davkovan (cca 20 minut) piedem pfipraveny roztok (1-adamantyl)(fenyl)methanonu
(1,01 g, 4,16 mmol) ve 3 cm® acetanhydridu. Prib&h reakce byl monitorovan pomoci
TLC, jez po 30-60 minutach od ptiddni veskeré vychozi latky indikovala jeji
spotiebovani. Reakéni smés byla nalita na 100 cm® ledové tiisté a po jejim roztati
byla vodna vrstva extrahovana 8 x 20 cm® diethyletheru. Spojené organické podily
byly promyvany 1,16M roztokem uhli¢itanu draselného, dokud se uvolnoval oxid
uhli¢ity, a pak suSeny nad bezvodym siranem sodnym nejméné 48 hodin. Surovy
produkt byl ziskédn odpafenim rozpoustédla na rotacni vakuové odparce (RVO).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl)(4-nitrofenyl)methanon (1)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava h) NO,
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek

Vytézek: 364 mg (31 %) @\(O/
Teplota tani: 118-128 °C ©

Retenéni faktor: 0,36 soustava h

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,66-1,72 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,89-1,90 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,02 (m, 3H, CH(Ad)), 7,73 (d, J = 8,80 Hz, 2H, Ph), 8,27 (d, J = 8,85
Hz, 2H, Ph) ppm. ®C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): §27,8 (3CH,(Ad)), 36,3
(3CH(Ad)), 38,4 (3CH,(Ad)), 46,7 (C(Ad)), 123,7 (2CH(Ph)), 128,3 (2CH(Ph)),
145,8 (C(Ph)), 148,4 (C(Ph)), 209,4 (PhCOAd) ppm.

IR (KBr): 2907 (s), 2851 (s), 1689 (s), 1600 (m), 1522 (s), 1454 (m), 1347 (s), 1273
(m), 1242 (m), 990 (m), 856 (s), 829 (m), 809 (M), 713 (m), 696 (M) cm .
GC-EI-MS (tg = 22,89 min), m/z (%): 44 (35), 67 (71), 73 (39), 79 (69), 81 (86), 91
(36), 93 (37), 95 (100), 105 (24), 106 (8), 107 (96), 129 (60), 135 (Ad, 40), 145 (66),
285 (M", 12).

o1



EA Ci7H19NO3:  vypocteno: C 71,56 %; H 6,71 %; N 4,91 %
nalezeno: C 71,35%; H 6,74 %; N 4,82 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl)(3-nitrofenyl)methanon (2)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava h)
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek @\(@\
Vytézek: 341 mg (29 %) NO

O
Teplota tani: 81-82 °C

Retenéni faktor: 0,29 soustava h

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 6 1,67-1,73 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,93-1,94 (m, 6H,
CHy(Ad)), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 7,76 (t, J = 7,90 Hz, 1H, Ph), 8,01 (d, J = 8,05 Hz,
1H, Ph), 8,25 (s, 1H, Ph), 8,33 (d, 1H, J = 6,85 Hz, Ph) ppm. 3C NMR (DMSO-dg,
125 MHz): 6 27,3 (CH,(Ad)), 35,8 (CH(Ad)), 39,3 (CH,(Ad)), 46,3 (C(Ad)), 121,4
(CH(Ph)), 124,7 (CH(Ph)), 130,0 (CH(Ph)), 133,0 (CH(Ph)), 140,2 (C(Ph)), 147,4
(C(Ph)), 207,3 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 2961 (bs), 2849 (bs), 1749 (m), 1664 (s), 1611 (m), 1528 (s), 1453 (m),
1349 (s), 1279 (w), 1231 (m), 1000 (m), 903 (w), 803 (w), 711 (m), 674 (w) cm .
GC-MS (tr = 0,36 min), m/z (%): 41 (13), 43 (10), 55 (10), 57 (6), 60 (5), 67 (9), 69
(5), 73 (6), 77 (9), 79 (22), 81 (7), 91 (7), 93 (19), 104 (5), 107 (11), 135 (Ad, 100),
136 (AdH, 11), 285 (M™, 1).
EA Ci7H1gNO3:  vypocteno: C 71,56 %; H 6,71 %; N 4,91 %

nalezeno: C 71,62 %; H 6,74 %; N 4,83 %

7.1.2 Redukce nitroketonti na aminoketony

Do roztoku vzniklého rozpusténim piislusného (1-adamantyl)(nitrofenyl)ketonu
(2,27 mmol) v 65 cm® methanolu bylo pfidano 13 ecm® kyseliny chlorovodikové (1:1,
V:V) a prvni davka jemného praSkového zeleza (281,5 mg, 3,02 mmol). Reakéni smés
byla pfivedena Kk varu, refluxovana a pribéh reakce byl pravidelné sledovan pomoci
TLC. Vzdy po spotfebovani jedné davky zeleza byla ptidana dal$i (~3,02 mmol)
do okamziku, kdy TLC indikovala doreagovani vychozi latky. Poté byla reakcni
smés zneutralizovana 5% roztokem hydroxidu sodného (~50 cm®) a vznikly vodny
podil byl extrahovan 9 x 20 cm® diethyletheru. Spojené organické podily byly
promyty nasycenym roztokem chloridu sodného (3 x 10 cm®) a sueny nad siranem
sodnym. Po odpateni rozpoustédla na RVO byl ziskan surovy produkt.

Nazev (Cislo): (1-adamantyl)(4-aminofenyl)methanon (3)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava Q) NH,
Vzhled: nazloutly krystalicky prasek @Y@
Vytézek: 494 mg (85 %)

Teplota tani: 81-87 °C
Retencni faktor: 0,49 soustava g

o]

52



'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 6 1,70-1,76 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,97-1,98 (m, 6H,
CHy(Ad)), 2,02 (m, 3H, CH(Ad)), 5,81 (s, 2H, NH>), 6,53 (d, J = 8,65 Hz, 2H, Ph),
7,67 (d, J = 8,70 Hz, 2H, Ph) ppm. BC NMR (DMSO-dg, 125 MHz): 6 27,7
(CH,(Ad)), 36,4 (CH(Ad)), 38,6 (CH,(Ad)), 46,6 (C(Ad)), 122,9 (CH(Ph)), 128,1
(CH(Ph)), 143,5 (C(Ph)), 148,4 (C(Ph)), 209,3 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 3463 (bs), 2902 (s), 2848 (s), 1629 (s), 1594 (s), 1562 (s), 1513 (m), 1452
(m), 1320 (m), 1270 (s), 1241 (s), 1172 (s), 987 (m), 836 (M), 611 (m) cm L,
GC-MS (tr = 23,37 min), m/z (%): 41 (6), 65 (13), 77 (5), 79 (11), 92 (13), 93 (10),
120 (100), 121 (8), 135 (Ad, 12), 255 (M", 6).
EA Ci7H1NO:  vypocteno: C 79,96 %; H 8,29 %; N 5,49 %

nalezeno: C 80,12 %; H 8,15 %; N 5,58 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl)(3-aminofenyl)methanon (4)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava Q)

Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek w
Vytézek: 452 mg (78 %) NH,
Teplota tani:  95-102 °C ©

Retenéni faktor: 0,46 soustava ¢

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,66-1,72 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,89-1,90 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,01 (m, 3H, CH(Ad)), 5,21 (s, 2H, NH,), 6,63 (d, 1H, J = 1,95 Hz, Ph),
6,65 (d, 1H, J = 2,00 Hz, Ph), 6,72 (s, 1H, Ph), 7,04 (t, J = 7,75 Hz, 1H, Ph) ppm.
BC NMR (DMSO-ds, 125 MHz): §27,8 (CH,(Ad)), 36,2 (CH(Ad)), 38,7
(CH,(Ad)), 46,8 (C(Ad)), 121,9 (CH(Ph)), 125,1 (CH(Ph)), 129,9 (CH(Ph)), 133,6
(CH(Ph)), 143,6 (C(Ph)), 146,8 (C(Ph)), 207,2 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 3473 (bs), 2900 (s), 2850 (s), 1662 (s), 1625 (s), 1592 (s), 1492 (m), 1446
(s), 1320 (s), 1295 (m), 1218 (s), 1178 (m), 991 (m), 792 (m), 647 (m) cm ™.
GC-MS (tgr = 21,36 min), m/z (%): 41 (11), 55 (9), 65 (23), 67 (9), 77 (8), 79 (31),
81 (6), 92 (29), 93 (34), 107 (11), 120 (17), 135 (Ad, 100), 136 (AdH, 9), 227 (6),
255 (M", 20).
EA Ci7H1NO:  vypocteno: C 79,96 %; H 8,29 %; N 5,49 %

nalezeno: C 79,82 %; H 8,17 %; N 5,62 %

7.2 Chlorace hypoxanthinu

6-Chlor-9H-purin  (5) byl pfipraven modifikovanym postupem pievzatym
z literatury.™®® Hypoxanthin (200 mg, 1,47 mmol) byl rozmichan v dimethylanilinu
(DMA; 2,3 cm®, 0,2 mmol) za vzniku smetanové suspenze, K niz byl na ledové lazni
pii teploté 0 °C pomalu prikapavan fosforyl chlorid (15 cm?®). Po pridani celého
mnozstvi fosforyl chloridu byla reakéni smés pfivedena k varu a refluxovana
pod ochrannou argonovou atmosférou za postupného viditelného rozpousténi
hypoxanthinu. Reakce, béhem niz doslo ke zméné barvy reakéni smési z ptivodné
zelenoZluté na tmavé cervenou, byla monitorovana pomoci TLC a ukoncena
po spotiebovani vychozi latky. Po ochlazeni bylo z reakéni smési na RVO odpateno
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co nejveétsi mnozstvi fosforyl chloridu a ziskany temné zeleny olej byl nalit
na ledovou t#st (cca 80 cm®). Po roztati ledu byla smés zneutralizovana ptidavkem
vodného amoniaku (9 cm®), ¢imZ doslo opét ke zméné& barvy, a to na tmavé modrou
vlivem uvolnéni krystalové violeti (C.I. 42 555, CAS 548-62-9). Vodna faze byla
extrahovana 3 x 5cm® chloroformu pravé z divodu odstranéni violeti a nasledn&
odpafena na RVO. NazZloutly krystalicky odparek byl za horka opakované promyvan
acetonitrilem, dokud TLC neindikovala vymyti veskeré¢ho produktu z anorganického
podilu. Zfiltrované a spojené acetonitrilové extrakty byly odpafeny na RVO
za obdrZeni surového produktu coby zlutého krystalického prasku.

Nazev (Cislo): 6-chlor-9H-purin (5)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava b) ¢l
Vzhled: zluty krystalicky pragek NN
Vyterek: 187 mg (82 %) 1Py,
Teplota tani:  212-214 °C > H

Retenéni faktor: 0,42 soustava b

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 8,44 (s, 1H, C°H), 8,63 (d, 1H, J = 6,51 Hz, C®H)
ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 129,3 (C), 145,3 (C), 147,9 (C), 151,8 (C),
153,8 (C) ppm.
IR (KBr): 3064 (m), 2934 (m), 2804 (m), 1604 (m), 1573 (s), 1549 (m), 1445 (m),
1390 (s), 1325 (s), 1285 (s), 1234 (m), 988 (m), 850 (m), 693 (m), 604 (m) cm ™.
DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 40 (6), 42 (6), 43 (23), 44 (21), 45 (40), 46 (13), 51 (6),
52 (13), 60 (19), 64 (11), 65 (29), 66 (7), 67 (8), 73 (28), 74 (7), 85 (10), 92 (36), 99
(13), 119 (100), 120 (7), 135 (11), 147 (6), 154 (97), 155 (7), 156 (30) m/z (%).
ESI-MS (poz) m/z (%): 193,1 [M(*CN)+K*T" (24), 177,1 [M(*CI)+Na*]" (19), 155,1
[M(**CI)+H*T* (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 153,0 [M(*C1)-H"]" (100).
EA CsH3CINg:  vypocteno: C 38,86 %; H 1,96 %; N 36,25 %

nalezeno: C 38,52 %; H 2,14 %; N 36,38 %

7.3 Nukleofilni substituce atomu chloru v poloze C6 purinového
skeletu

6-Chlor-9H-purin (5) (202 mg, 1,30 mmol) byl rozpustén v 10 cm® propan-2-olu,
do vzniklého roztoku byl pifidan piislusny aromaticky amin ve dvoumolarnim
piebytku a reakéni smés byla pfivedena k varu. Po 15-45 minutach byl pozorovan
vznik nazloutlé srazeniny a reakéni smés byla nadale refluxovana dokud TLC
neindikovala spotfebovani veskeré vychozi latky. Suspenze byla ochlazena
na laboratorni teplotu, zluta srazenina odfiltrovana a nckolikrat promyta ledovym
propan-2-olem pro diikladné vymyti ptebyteéného volného aminu.**®
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Nazev (Cislo): N-fenyl-9H-purin-6-amin (9) :
HN

Purifikace: krystalizace (MeOH / CHCIy)

Vzhled: zluty krystalicky prasek

Vytézek: 265 mg (96 %) NAIN\>
Teplota tini:  288-290 °C S

Retencni faktor: 0,41 soustava c

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 7,22 (t, 1H, J = 7,25 Hz, Ph), 7,45 (t, 2H, J =
7,35 Hz, Ph), 7,92 (d, 2H, J = 7,67 Hz, Ph), 8,75 (s, 1H, C*H), 8,83 (d, 1H, C°H),
11,65 (s, 1H, C°NH) ppm. **C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 121,3 (CH(Ph)),
124,8 (CH(Ph)), 128,9 (CH(Ph)), 137,7 (C(Ph)), 143,3 (C), 148,4 (C), 149,6 (C)
ppm.
IR (KBr): 3104 (s), 2976 (s), 2613 (m), 1652 (s), 1617 (s), 1594 (s), 1500 (s), 1440
(s), 1390 (s), 1216 (m), 908 (w), 754 (m), 686 (M), 615 (m), 590 (m) cm .
DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 43 (6), 44 (17), 50 (6), 51 (22), 52 (5), 53 (6), 65 (18),
66 (11), 76 (5), 77 (33), 78 (5), 92 (17), 93 (7), 103 (8), 104 (7), 105 (6), 129 (7), 156
(8), 210 (100), 211 (54), 212 (7) m/z (%).
ESI-MS (poz) m/z (%): 212,2 [M+H']" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 210,1
[M—H'] (100).
EA C11HgNs: vypocteno: C 62,55 %; H 4,29 %; N 33,16 %

nalezeno: C 62,57 %; H 4,11 %; N 33,06 %

Slouceniny 10 a 11 byly rovnéz piipraveny z 6-chlor-9H-purinu (5) o vychozich
navazkach 268 mg (1,73 mmol) a 271 mg (1,75 mmol).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(9H-purin-6-yl)amino]fenyl}methanon
(10) 7

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava c) M
Vzhled: zluty krystalicky prasek HN
Vytézek: 624 mg (96 %) NG
Teplota tani: 317-318 °C LD
N

Retenc¢ni faktor: 0,50 soustava c

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 1,72 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,97 (m, 6H, CH,(Ad)),
2,02 (m, 3H, CH(Ad)), 7,78 (d, 2H, J = 7,35 Hz, Ph), 8,04 (d, 2H, J = 7,35 Hz, Ph),
8,77 (s, 1H, C°H), 8,88 (s, 1H, C®H), 11,65 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-
de, 125 MHz): 6 27,6 (CHy(Ad)), 36,0 (CH(Ad)), 38,6 (CHy(Ad)), 46,1 (C(Ad)),
113,2 (CH(Ph)), 119,9 (CH(Ph)), 128,8 (CH(Ph)), 133,7 (C(Ph)), 140,4 (C), 143,1
(C), 149,0 (C), 149,3 (C), 149,5 (C), 206,7 (PhCOAd) ppm.

IR (KBr): 2904 (s), 2850 (m), 1628 (s), 1589 (s), 1533 (m), 1479 (s), 1411 (m), 1358
(m), 1323 (m), 1273 (m), 1238 (s), 1174 (m), 929 (W), 750 (W), 644 (w) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 747,2 [2-M+H]" (5), 412,2 [M+K]" (4), 396,3 [M+Na]" (9),
374,3 [M+H]" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 781,3 [2-M+CI] (14), 7453
[2-M—H] (7), 408,2 [M+CI'] (20), 372,2 [M—H] (100).

55



EA C,Hx3NsO:  vypocteno: C 70,76 %; H 6,21 %; N 18,75 %
nalezeno: C 70,42 %; H 5,93 %: N 18,86 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(9H-purin-6-yl)amino]fenyl}methanon

(11)
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava c) /Q\n/@
Vzhled: nazloutly krystalicky pragek HN I
Vytézek: 596 mg (91 %) N( | N\>
Teplota tani: 309-315 °C SN N

H
Retencni faktor: 0,47 soustava c

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,72 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,97 (m, 6H, CH,(Ad)),
2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 7,36 (d, 1H, J = 6,45 Hz, Ph), 7,50 (t, 1H, J = 1,35 Hz, Ph),
8,10 (d, 1H, J = 7,05 Hz, Ph), 8,27 (s, 1H, Ph), 8,73 (s, 1H, C°H), 8,81 (s, 1H, C®H),
11,62 (s, 1H, C°®NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § 27,5 (CH,(Ad)), 35,9
(CH(Ad)), 38,5 (CH,(Ad)), 46,2 (C(Ad)), 113,3 (CH(Ph)), 119,4 (CH(Ph)), 122,6
(CH(Ph)), 122,9 (CH(Ph)), 128,8 (CH(Ph)), 137,8 (C(Ph)), 139,1 (C), 143,0 (C),
148,9 (C), 149,1 (C), 149,8 (C), 208,0 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 2906 (s), 2852 (m), 1666 (s), 1574 (s), 1496 (s), 1433 (s), 1387 (m), 1346
(m), 1269 (m), 1250 (m), 1211 (m), 1128 (w), 997 (w), 784 (w), 611 (w) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 747,3 [2-M+H']* (5), 412,2 [M+K']* (5), 396,3 [M+Na']*
(8), 374,3 [M+H'T" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 781,3 [2-M+CI] (14), 745,3
[2-M-H'T (9), 408,2 [M+CI] (31), 372,2 [M—H']" (100).
EA CyHy3Ns0:  vypocteno: C 70,76 %; H 6,21 %; N 18,75 %

nalezeno: C 70,94 %; H 6,39 %; N 18,55 %

Latky 12, 13 a 14 byly syntetizovany obdobnym postupem, ovSem z komeréniho
2,6-dichlor-9H-purinu o navazkach 200 mg (1,06 mmol), 70 mg (0,37 mmol)
a 60 mg (0,32 mmol).

Nazev (Cislo): N-fenyl-2-chlor-9H-purin-6-amin (12)

Purifikace: krystalizace (CHCIy) Q
Vzhled: zluty krystalicky prasek HIN
Vytézek: 247 mg (95 %) N7 | N\>
Teplota tini:  322-329 °C SN

Retencni faktor: 0,52 soustava c H

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 7,08 (t, 1H, J = 7,35 Hz, Ph), 7,36 (t, 2H, J =
7,45 Hz, Ph), 7,84 (d, 2H, J = 7,80 Hz, Ph), 8,29 (d, 1H, C°H), 10,12 (s, 1H, C°NH),
13,25 (s, 1H, N°H) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 121,5 (CH(Ph)), 123,8
(CH(Ph)), 129,0 (CH(Ph)), 139,4 (C(Ph)), 141,5 (C), 152,2 (C), 152,6 (C) ppm.

IR (KBr): 3040 (m, b), 2782 (m, b), 1634 (s), 1561 (s), 1496 (s), 1434 (s), 1254 (s),
1177 (m), 1102 (m), 960 (m), 938 (m), 730 (M), 684 (m), 611 (m), 557 (M) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 268,0 [M(*CI)+Na‘T* (69), 246,0 [M(*>Cl)+H*]" (100). ESI-
MS (neg) m/z (%): 243,8 [M(*C1)-H']™ (100).
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EA C;1HgCINs:  vypocteno: C 53,78 %; H 3,28 %; N 28,51 %
nalezeno: C 53,68 %: H 3,26 %: N 28,40 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(2-chlor-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}methanon
(13)

Purifikace: krystalizace (MeOH) / sloupcova i
chromatografie (soustava d) M

Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek HN

Vytéiek: 123 mg (94 %) N7 | N\>

Teplota tani: 292298 °C SN

Retenéni faktor: 0,30 soustava d H

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,70-1,76 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,98 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 7,75 (d, 2H, J = 6,45 Hz, Ph), 7,98 (d, 2H, J =
6,45 Hz, Ph), 8,33 (s, 1H, C®H), 10,46 (s, 1H, C°NH), 13,38 (s, 1H, N°H) ppm. **C
NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,7 (CH,(Ad)), 36,0 (CH(Ad)), 38,7 (CH,(Ad)),
46,0 (C(Ad)), 119,5 (CH(Ph)), 128,8 (CH(Ph)), 132,4 (CH(Ph)), 140,4 (C(Ph)),
141,5 (C), 142,9 (C), 149,0 (C), 149,2 (C), 149,5 (C), 206,3 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 2906 (s), 2850 (m), 1649 (m), 1626 (m), 1585 (s), 1572 (s), 1533 (m),
1460 (s), 1412 (w), 1321 (s), 1236 (s), 1174 (m), 930 (m), 805 (w), 627 (m) cm ",
ESI-MS (poz) m/z (%): 853,1 [2-M(¥CI)+K'T" (5), 837.2 [2-M(®*CI)+Na’T" (33),
446,1 [M(PC+K'T" (63), 430,1 [M(**CI)+Na']" (100), 408,1 [M(**CI)+H*T" (18).
ESI-MS (neg) m/z (%): 813,1 [2-M(*CI)-H*T (8), 406,1 [M(*CI)-H'T (100).
EA C;H2CINsO:  vypocteno: C 64,78 %; H 5,44 %; N 17,17 %

nalezeno: C 64,75 %; H5,19 %; N 17,47 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(2-chlor-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
methanon (14)

Purifikace: krystalizace (i-PrOH) / sloupcova
chromatografie (soustava d) HN

Vzhled: zluty krystalicky prasek NP N O
Vytézek: 136 mg (90 %) P
Teplota tani:  332-338 °C a” N R

Retené¢ni faktor: 0,44 soustava d

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 1,73 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,99 (m, 6H, CH,(Ad)),
2,04 (m, 3H, CH(Ad)), 7,21 (d, 1H, J = 7,65 Hz, Ph), 7,43 (t, 1H, J = 7,90 Hz, Ph),
7,91 (d, 1H, J = 6,55 Hz, Ph), 8,32 (s, 1H, Ph), 8,34 (s, 1H, C®H), 10,35 (s, 1H,
C°NH), 13,35 (s, 1H, N°H) ppm. ®C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,5
(CH,(Ad)), 35,9 (CH(Ad)), 38,5 (CH,(Ad)), 46,1 (C(Ad)), 119,2 (CH(Ph)), 122,1
(CH(Ph)), 122,6 (CH(Ph)), 128,6 (CH(Ph)), 138,3 (C(Ph)), 138,9 (C(Ph)), 152,0 (C),
208,3 (PhCOAd) ppm.

IR (KBr): 3345 (s), 2901 (m), 1662 (m), 1627 (s), 1583 (s), 1480 (m), 1430 (m),
1391 (w), 1348 (m), 1310 (s), 1243 (m), 1108 (w), 952 (m), 788 (m), 638 (w) cm .
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ESI-MS (poz) miz (%): 837,2 [2-M(*C)+Na*]" (14), 446,1 [M(*CH)+K'T* (38),
430,1 [M(*Cl+Na'l" (100), 408,1 [M(*CI)+H'T" (26). ESI-MS (neg) m/z (%):
813,1 [2-M(*C)-H'T (9), 406,0 [M(*C1)-H'T" (100).
EA C»H»CINsO:  vypoéteno: C 64,78 %: H 5,44 %: N 17,17 %

nalezeno: C 64,54 %; H 5,42 %; N 17,36 %

7.4 Redukce karbonylové skupiny u purinovych derivati 10 a 11

Purinovy derivat 10 (250 mg, 0,67 mmol) byl rozmichan ve 4 cm® ethanolu.
K nazloutlé suspenzi ochlazené¢ v ledové lazni na 0 °C byl jednorazové ptidan
tetrahydridoboritan sodny (31 mg, 0,83 mmol) a reakéni smés byla dale intenzivné
michéna za laboratorni teploty, dokud TLC neindikovala spottebovani vychozi latky,
k ¢emuz doglo v pribéhu daliich 24 hodin.'®® Po ukondeni reakce byla smés opatrné
zneutralizovana cca 6 cm® kyseliny chlorovodikové (1M vodny roztok) za vzniku
bezbarvé srazeniny, kterou bylo mozné odfiltrovat pies fritu. Pevny podil byl jesté
nékolikrat promyt vodou a nasledné precistén sloupcovou chromatografii za obdrzeni
bezbarvého krystalického prasku.

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(9H-purin-6-yl)amino] oH
fenyl}methanol (15)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava c) /O)\@

Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek HIN

Vytézek: 223 mg (88 %) N7 | N\>

Teplota tani: >320 °C KN N

Retencni faktor: 0,40 soustava c

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,41-1,53 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,60 (m, 6H,
CH,(Ad)), 1,91 (m, 3H, CH(Ad)), 4,07 (s, 1H, PhCHOHAd), 7,28 (d, 2H, J = 8,40
Hz, Ph), 7,82 (d, 2H, J = 8,40 Hz, Ph), 8,70 (s, 1H, C*H), 8,74 (s, 1H, C°H), 11,38 (s,
1H, C°NH) ppm. ®C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,7 (CH.(Ad)), 36,7
(CH(Ad)), 36,8 (CH,(Ad)), 37,8 (C(Ad)), 80,3 (CHOH), 120,0 (CH(Ph)), 128,1
(CH(Ph)), 136,2 (C(Ph)), 138,9 (C(Ph)), 143,0 (C), 148,6 (C), 149,8 (C) ppm.
IR (KBr): 2903 (s), 2847 (m), 1652 (s), 1606 (s), 1511 (s), 1436 (s), 1387 (s), 1223
(m), 1126 (m), 1034 (m), 842 (m), 776 (m), 613 (m), 542 (m), 490 (w) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 376,3 [M+H]" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 410,2 [M+K]"
(16), 374,2 [M—H] ™ (100).
EA C,H3NsO:  vypocteno: C 70,38 %; H 6,71 %; N 18,65 %

nalezeno: C 70,40 %; H 6,58 %; N 18,98 %
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Sloucenina 16 byla pfipravena shodnym postupem z purinu 11 o navazce 300 mg
(0,80 mmol).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(9H-purin-6-yl)amino]fenyl}methanol (16)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava c)

Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek HN
Vytézek: 280 mg (93 %) WA~ N OH
Teplota tani: ~ 262-267 °C N
Retenéni faktor: 0,34 soustava c NT N

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,43-1,53 (m, 6H, CHy(Ad)), 1,62 (m, 6H,
CH,(Ad)), 1,91 (m, 3H, CH(Ad)), 4,07 (s, 1H, PhCHOHAd), 7,08 (d, 1H, J = 7,65
Hz, Ph), 7,36 (t, 1H, J, = 7,75 Hz, J, = 15,55 Hz, Ph), 7,71 (s, 1H, Ph), 7,83 (d, 1H,
J =9,00 Hz, Ph), 8,73 (s, 1H, C°H), 8,78 (s, 1H, C®H), 11,49 (s, 1H, C°NH) ppm. °C
NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,8 (CHy(Ad)), 36,7 (CH(Ad)), 36,8 (CH(Ad)),
37,9 (C(Ad)), 80,6 (CHOH), 119,8 (CH(Ph)), 121,0 (CH(Ph)), 124,5 (CH(Ph)),
127,4 (CH(Ph)), 136,5 (C(Ph)), 143,3 (C), 143,5 (C), 148,3 (C), 148,4 (C), 149,7 (C)
ppm.
IR (KBr): 2902 (s), 2847 (m), 1652 (s), 1603 (s), 1496 (s), 1432 (s), 1391 (s), 1296
(m), 1221 (m), 1126 (w), 1035 (m), 891 (w), 792 (m), 776 (m), 611 (w) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 376,3 [M+H]" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 410,2 [M+K]~
(24), 374,3 [M—H]™ (100).
EA C,Hy3Ns50:  vypocteno: C 70,38 %; H 6,71 %; N 18,65 %

nalezeno: C 70,77 %; H 6,69 %; N 18,79 %

7.5 Pouzité glykosyla¢ni metody
Hilbertova—Johnsonova glykosylace* (Metoda A)

K bezbarvé suspenzi N-fenyl-9H-purin-6-aminu (9, 50 mg, 0,24 mmol)
a komercn¢ dostupné 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosy (363 mg,
0,72 mmol) v 5 cm® bezvodého acetonitrilu byl pies pryzové tsnici septum pomoci
injek¢ni stfikacky jednorazové piidan trimethylsilyl trifluoromethansulfonat
(TMSOTf; 0,09 cm®, 0,48 mmol). Suspenze se ihned rozpustila a vznikly lehce
nazloutly roztok byl michan pod ochrannou argonovou atmosférou po dobu 4-6
hodin pfi laboratorni teploté. Jakmile TLC indikovala spotiebovani vychozi latky,
byla reakce ukondena pfidavkem vody (cca 5 cm’®) a sméds byla michéna dalsich
15 minut. Vodny podil byl extrahovan 7 x 10 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické
podily byly promyty 2 x 10 cm® nasyceného roztoku chloridu sodného, pies noc
suSeny nad siranem sodnym a poté odpaieny na RVO do sucha. Surovy produkt m¢l
po odpateni vzhled nahnédl¢é krystalické pény.
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Vorbriiggenova glykosylace'' (Metoda B)

Do kapkové baiiky o objemu 25 cm® se suspenzi slougeniny 9 (50 mg, 0,24 mmol)
ve 3 cm® bezvodého acetonitrilu bylo pies gumové t&snici septum pomoci injeké&ni
stiikacky jednorazové pridano silylacni ¢inidlo N,O-bis(trimethylsilyl)-acetamid
(BSA:; 0,10 cm®, 0,48 mmol), nacez doslo k okamZitému rozpusténi vychozi latky.
Reak¢éni smés byla zahfata na teplotu 75 °C a takto michana po dobu 6 hodin.
Po uplynuti daného ¢asu byla dale do reakce pomalu pfidana chranéna ribofuranosa
(121 mg, 0,24 mmol) predem rozpu§téna v 1 cm® bezvodého acetonitrilu a TMSOTf
(0,04 cm®, 0,24 mmol). Reakéni smés byla michana za stavajicich podminek jestd
dal$i 2-3 hodiny, ovSem od ptidavku triflatu byl jiz pribéh reakce sledovdn pomoci
TLC do spotfebovani vychozi latky. Poté byla reakéni smés ochlazena na laboratorni
teplotu, zfedéna piidavkem vody (cca 10 cm®) a michana dalsich 15 minut. Vodny
podil byl extrahovan 9 x 10 cm® ethyl-acetatu. Spojené organické podily byly
promyty 2 x 10 cm® nasyceného roztoku chloridu sodného, pies noc suseny
nad siranem sodnym a poté odpafeny na RVO do sucha. Surovy produkt mél
po odpateni vzhled nahnédlé krystalické pény.

Nazev (Cislo): N-fenyl-9-(2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranos-1-yl)-9H-

purin-6-amin (17) /@
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava €) HN
Vzhled: bezbarva krystalicka péna N N
Vytézek: 83 mg (54 %, metoda A) Ll De

28 mg (18 %, metoda B) NN o
Teplota tani: 75-83 °C d J?
Retenéni faktor: 0,68 soustava e 4173082

BzO— 5

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 4,67-4,70 (m, 1H, C’ H(Rib)), 4,81-4,84 (m, 1H,
C’'H(Rib)), 4,89 (ddd, 1H, J; = 4,30 Hz, J, = 9,50 Hz, C*H(Rib)), 6,31 (dd, 1H,
J1=5,95 Hz, J, = 11,90 Hz, C*H(Rib)), 6,55 (dd, 1H, J; = 5,00 Hz, J, = 10,65 Hz,
C*H(Rib)), 6,63 (d, 1H, J = 4,40 Hz, C*'H(Rib)), 7,06 (t, 1H, J = 7,35 Hz, Ph), 7,34
(t, 2H, J = 7,65 Hz, Ph), 7,45-7,50 (m, 6H, Bz), 7,63-7,68 (m, 3H, Bz), 7,89-7,96
(m, 6H, Bz), 8,00 (d, 2H, J = 7,05 Hz, Ph), 8,32 (s, 1H, C?H), 8,57 (s, 1H, C®H), 9,96
(s, 1H, C°NH) ppm. °C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 63,2 (CH(Rib)), 70,7
(CH(Rib)), 73,1 (CH(Rib)), 79,2 (CH(Rib)), 86,5 (CH(Rib)), 120,4 (CH(Ph)), 121,0
(CH(Ph)), 122,8 (CH(Ph)), 128,3 (CH(Bz)), 128,5 (CH(Ph)), 128,6 (CH(Bz)), 128,7
(CH(Bz)), 129,2 (CH(Bz)), 129,3 (CH(Bz)), 133,4 (C(Bz)), 133,8 (C(Bz)), 133,9
(C(Bz)), 139,4 (C), 141,2 (C), 149,1 (C), 152,2 (C), 164,5 (CO(Bz)), 164,6
(CO(B2)), 165,4 (CO(Bz)) ppm.

IR (KBr): 3348 (w, b), 3059 (w), 2926 (w), 1727 (s), 1622 (s), 1583 (s), 1477 (m),
1374 (m), 1268 (s), 1178 (m), 1122 (s), 1026 (m), 751 (w), 710 (s), 645 (w) cm ™",
ESI-MS (poz) m/z (%): 694,2 [M+K']" (5), 678,3 [M+Na']" (12), 656,3 [M+H"]"
(100). ESI-MS (neg) m/z (%): 654,2 [M—H"] (100).
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EA C37H29N507: vypocteno: C 67,78 %; H 4,46 %; N 10,68 %
nalezeno: C 67,90 %; H 4,42 %; N 10,78 %

Slouceniny 20 a 21 byly ziskany vySe popsanou metodou A z latek 10 o navazce
102 mg (0,27 mmol) a 11 o navazce 101 mg (0,27 mmol).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(9-(2,3,5-tri-O-benzoyl- o
B-D-ribofuranos-1-yl)-9H-purin-6-yl) /@)\@
amino]fenyl}methanon (20) N

Purifikace: sloupcova chromatografie N
(soustava a) “t S

Vzhled: bezbarva krystalicka péna SNTN OBz

Vytézek: 164 mg (73 %) g 17

Teplota tani: 103-113 °C ))j"’osz

Retencni faktor: 0,47 soustava a BzO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,68-1,75 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,98 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,02 (m, 3H, CH(Ad)), 4,66-4,69 (m, 1H, C* H(Rib)), 4,81-4,84 (m, 1H,
C’’H(Rib)), 4,89 (ddd, 1H, J,=1,70 Hz, J, = 5,80 Hz, J;= 8,25 Hz, C*H(Rib)), 6,31
(dd, 1H, J; = 6,15 Hz, J, = 11,95 Hz, C*H(Rib)), 6,55 (dd, 1H, J; = 4,60 Hz, J, =
5,80 Hz, C*H(Rib)), 6,65 (d, 1H, J = 4,25 Hz, C''H(Rib)), 7,44-7,52 (m, 6H, Bz),
7,63-7,68 (m, 3H, Bz), 7,77 (d, 2H, J = 8,85 Hz, Ph), 7,89-8,01 (m, 6H, Bz), 8,06
(d, 2H, J = 8,90 Hz, Ph), 8,37 (s, 1H, C?H), 8,62 (s, 1H, C®H), 10,32 (s, 1H, C°NH)
ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,7 (CH,(Ad)), 36,0 (CH(Ad)), 38,8
(CH,(Ad)), 46,0 (C(Ad)), 61,5 (CH(Rib)), 70,7 (CH(Rib)), 73,1 (CH(Rib)), 85,4
(CH(Rib)), 86,6 (CH(Rib)), 119,5 (CH(Ph)), 120,7 (CH(Ph)), 123,2 (CH(Ph)), 128,5
(CH(Ph)), 128,7 (C(Bz)), 128,8 (C(Bz)), 128,9 (C(Bz)), 129,3 (CH(Bz)), 129,4
(CH(Bz)), 133,5 (C(Bz)), 133,9 (C(Bz)), 134,0 (C(Bz)), 141,8 (C), 149,4 (C), 151,0
(C), 152,0 (C), 152,2 (C), 164,7 (CO (Bz)), 164,9 (CO (Bz)), 165,6 (CO (Bz)), 208,2
(PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 2905 (s), 2851 (s), 1729 (s), 1655 (w), 1605 (m), 1580 (s), 1473 (m), 1370
(m), 1270 (s), 1176 (m), 1121 (m), 1094 (m), 1026 (m), 987 (w), 711 (s) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 856,3 [M+K™]" (6), 840,3 [M+Na']" (16), 818,4 [M+H'T"
(100). ESI-MS (neg) m/z (%): 816,3 [M—H"]" (100).
EA C4gH43Ns50g: vypocteno: C 70,49 %; H 5,30 %; N 8,56 %

nalezeno: C 70,66 %; H 5,27 %; N 8,41 %
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Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(9-(2,3,5-tri-O-benzoyl-p-D-ribofuranos-1-

yl)-9H-purin-6-yl)amino]
fenyl}methanon (21) HN

Purifikace: sloupcova chromatografie I N O
(soustava a) L S
Vzhled: bezbarva krystalicka péna NT N OBz
Vytézek: 130 mg (59 %) g T
Teplota tani: 94-105 °C 0Bz
Retenéni faktor: 0,50 soustava a BzO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,69-1,71 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,96-1,98 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 4,65-4,69 (m, 1H, C’ H(Rib)), 4,81-4,84 (m, 1H,
C’ H(Rib)), 4,89 (ddd, 1H, J,=3,65 Hz, J, = 8,25 Hz, C*H(Rib)), 6,31 (dd, 1H,
J1=5,85 Hz, J, = 11,95 Hz, C* H(Rib)), 6,56 (dd, 1H, J; = 4,60 Hz, J, = 10,40 Hz,
C*H(Rib)), 6,65 (d, 1H, J = 4,55 Hz, C'H(Rib)), 7,22 (d, 1H, J = 6,45 Hz, Ph),
7,37-7,57 (m, 6H, Bz), 7,63 (t, 1H, J = 1,25 Hz, Ph), 7,64-7,71 (m, 3H, Bz), 7,86
8,01 (m, 6H, Bz), 8,10 (d, 1H, J = 7,05 Hz, Ph), 8,30 (s, 1H, Ph), 8,38 (s, 1H, C*H),
8,60 (s, 1H, C°H), 10,23 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-dgs, 125 MHz): &
28,1 (CH,(Ad)), 36,5 (CH(Ad)), 39,1 (CH(Ad)), 46,7 (C(Ad)), 63,3 (CH(Rib)), 70,7
(CH(RIib)), 73,1 (CH(Rib)), 82,9 (CH(RIib)), 86,5 (CH(Rib)), 119,9 (CH(Ph)), 121,1
(CH(Ph)), 123,2 (CH(Ph)), 128,5 (CH(Ph)), 129,0 (CH(Bz)), 129,1 (CH(Bz)), 129,2
(CH(B2)), 129,3 (CH(Bz)), 129,5 (CH(Bz)), 129,7 (CH(Bz)), 129,8 (C(Ph)), 130,0
(C(Ph)), 134,0 (C(Bz)), 134,4 (C(Bz)), 134,5 (C(Bz)), 139,1 (C), 139,5 (C), 142,1
(C), 149,8 (C), 152,7 (C), 164,5 (CO(Bz)), 164,7 (CO(Bz)), 165,4 (CO(Bz)), 208,1
(PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 2905 (s), 2851 (m), 1728 (s), 1667 (w), 1621 (m), 1602 (m), 1580 (s),
1474 (m), 1371 (m), 1270 (s), 1177 (m), 1122 (m), 1026 (m), 998 (w), 711 (s) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 856,3 [M+K']" (7), 840,3 [M+Na']" (19), 818,4 [M+H']*
(100). ESI-MS (neg) m/z (%): 816,3 [M—H"] (100).
EA C4gH43N50g: vypocteno: C 70,49 %; H 5,30 %; N 8,56 %

nalezeno: C 70,68 %; H 5,42 %:; N 8,48 %

Chranény nukleosid 18 byl ziskan glykosylaci slouceniny 12 metodou A
s navazkou 50 mg (0,20 mmol) i metodou B s navazkou 60 mg (0,24 mmol).

Nazev (Cislo): N-fenyl-2-chlor-9-(2,3,5-tri-O-benzoyl- /@
B-D-ribofuranos-1-yl)-9H-purin-6-amin (18) HN
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava e) NP N
Vzhled: bezbarva krystalicka péna PR >
Vytézek: 71 mg (51 %, metoda A) COTNT N oms
164 mg (97 %, metoda B) g ]
Teplota tani: 105-113 °C o 0Bz

Retencni faktor: 0,57 soustava e
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'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 4,68-4,71 (m, 1H, C*H(Rib)), 4,79-4,82 (m,
1H, C*H(Rib)), 4,90 (ddd, 1H, J; = 4,25 Hz, J, = 9,65 Hz, C*H(Rib)), 6,24 (dd, 1H,
J1 = 6,05 Hz, J, = 10,95 Hz, C* H(Rib)), 6,37 (dd, 1H, J; = 5,15 Hz, J, = 10,55 Hz,
C*H(Rib)), 6,60 (d, 1H, J = 4,30 Hz, C"'H(Rib)), 7,12 (t, 1H, J = 7,20 Hz, Ph), 7,37
(t, 2H, J = 7,15 Hz, Ph), 7,45-7,48 (m, 6H, Bz), 7,61-7,67 (m, 3H, Bz), 7,83 (d, 2H,
J = 7,65 Hz, Ph), 7,91-7,96 (m, 6H, Bz), 8,58 (s, 1H, C®H), 10,39 (s, 1H, C°NH)
ppm. “°C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 63,4 (CH(Rib)), 67,1 (CH(Rib)), 70,9
(CH(Rib)), 75,05 (CH(Rib)), 79,7 (CH(Rib)), 119,2 (CH(Ph)), 121,4 (CH(Ph)),
123,6 (CH(Ph)), 128,4 (CH(Bz)), 128,5 (CH(Ph)), 128,6 (CH(Bz)), 128,7 (CH(Bz)),
129,2 (CH(Bz)), 129,3 (CH(Bz)), 129,5 (CH(Bz)), 129,7 (CH(Bz)), 133,5 (C(Bz)),
133,9 (C(Bz)), 134,6 (C(Bz)), 141,4 (C), 152,2 (C), 152,5 (C), 163,7 (CO(Bz)),
164,4 (CO(Bz)), 165,3 (CO(Bz)) ppm.
IR (KBr): 3338 (w, b), 3061 (w, b), 1728 (s), 1623 (s), 1581 (s), 1498 (s), 1452 (s),
1316 (s), 1268 (s), 1178 (m), 1121 (s), 1094 (s), 1026 (m), 941 (w), 710 (s) cm ™.
EA C37H23CINsO7: vypocteno: C 64,40 %; H 4,09 %; N 10,15 %

nalezeno: C 64,56 %; H 4,18 %; N 10,09 %

Latky 22 a 23 byly pfipraveny pouze postupem uvedenym v metodé¢ B
z vychozich sloucenin 13 o navazce 92 mg (0,72 mmol) a 14 o navazce 60 mg
(0,14 mmol).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(2-chlor-9-(2,3,5-tri- o)
O-benzoyl-B-D-ribofuranos-1-yl)-9H- /@)\@
purin-6-yl)amino]fenyl}methanon (22) N

Purifikace: sloupcova chromatografie J
(soustava a) )N\ S

Vzhled: bezbarva krystalickd péna ci NN OBz

Vytézek: 171 mg (89 %) g 7

Teplota tani: 117-124 °C ))j”/osz

Retenc¢ni faktor: 0,54 soustava a BzO

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,69-1,75 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,96-1,98 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 4,6-4,71 (m, 1H, C*H(Rib)), 4,80-4,83 (m, 1H,
C’’H(Rib)), 4,90 (ddd, 1H, J,= 4,85 Hz, J, = 9,45 Hz, C*H(Rib)), 6,24 (dd, 1H, J; =
5,95 Hz, J,=1150 Hz, C*H(Rib)), 6,37 (dd, 1H, J, = 4,60 Hz, J, = 595 Hz,
C*H(Rib)), 6,61 (d, 1H, J = 4,40 Hz, C''H(Rib)), 7,45-7,49 (m, 6H, Bz), 7,63-7,69
(m, 3H, Bz), 7,75 (d, 2H, J = 8,85 Hz, Ph), 7,92 (d, 2H, J = 7,20 Hz, Ph), 7,94-7,96
(m, 6H, Bz), 8,63 (s, 1H, C®H), 10,65 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125
MHz): & 27,6 (CH,(Ad)), 35,9 (CH(Ad)), 38,7 (CH,(Ad)), 46,0 (C(Ad)), 63,3
(CH(Rib)), 70,7 (CH(Rib)), 73,5 (CH(Rib)), 79,4 (CH(Rib)), 86,3 (CH(Rib)), 119,6
(CH(Ph)), 120,0 (CH(Ph)), 128,3 (CH(Ph)), 128,6 (CH(Bz)), 128,7 (CH(Bz)), 128,7
(CH(Bz)), 129,2 (CH(Bz)), 129,3 (CH(Bz)), 129,4 (CH(Bz)), 132,9 (C(Ph)), 133,8
(C(Bz)), 133,9 (C(Bz)), 141,0 (C), 141,5 (C), 150,4 (C), 152,2 (C), 152,6 (C), 164,5
(CO(Bz)), 164,6 (CO(Bz)), 165,4 (CO(Bz)), 206,4 (PhCOAd) ppm.
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IR (KBr): 2905 (s), 2851 (s), 1729 (s), 1604 (m), 1574 (s), 1506 (w), 1452 (m), 1317
(m), 1270 (s), 1176 (m), 1120 (m), 1094 (m), 1026 (m), 987 (w), 711 (s) cm .
EA CyHCINsOg:  vypodteno: C 67,64 %; H 4,97 %; N 8,22 %

nalezeno:  C 67,33 %; H 5,02 %; N 8,45 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(2-chlor-9-(2,3,5-tri-O-

benzoyl-B-D-ribofuranos-1-yl)-9H-purin- /@\(@
6-yl)amino]fenyl}methanon (23) HN

Purifikace: sloupcova chromatografie NELN o
(soustava Q) m)\l | N>
Vzhled: nazloutla krystalicka péna OBz
Vytézek: 101 mg (81 %) E)j,,/
Teplota tani:  95-106 °C o d

Retenéni faktor: 0,40 soustava ¢

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,68-1,70 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,98 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,02 (m, 3H, CH(Ad)), 3,67-3,71 (m, 1H, C’ H(Rib)), 3,79-3,82 (m, 1H,
C’ H(Rib)), 4,90 (ddd, 1H, J;=4,90 Hz, J, = 9,45 Hz, C*H(Rib)), 6,24 (dd, 1H,
J1=5,80 Hz, J, = 11,90 Hz, C*H(Rib)), 6,37 (dd, 1H, J; = 4,60 Hz, J, = 5,80 Hz,
C*H(Rib)), 6,61 (d, 1H, J = 4,30 Hz, C" H(Rib)), 7,24 (d, 1H, J = 7,65 Hz, Ph), 7,44
(t, 1H, J = 8,25 Hz, Ph), 7,45-7,49 (m, 6H, Bz), 7,60-7,67 (m, 3H, Bz), 7,90 (d, 1H,
J =10,7 Hz, Ph), 7,91 (m, 6H, Bz), 8,32 (s, 1H, Ph), 8,62 (s, 1H, C®H), 10,62 (s, 1H,
C®NH) ppm. *C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & 27,6 (CH,(Ad)), 35,9 (CH(Ad)),
38,5 (CH,(Ad)), 46,2 (C(Ad)), 63,3 (CH(Rib)), 70,7 (CH(Rib)), 73,7 (CH(Rib)),
79,4 (CH(Rib)), 86,3 (CH(Rib)), 119,5 (CH(Ph)), 119,8 (CH(Ph)), 123,1 (CH(Ph)),
128,4 (CH(Ph)), 128,5 (CH(Ph)), 128,6 (CH(Bz)), 128,7 (CH(Bz)), 128,8 (CH(Bz)),
129,0 (CH(Bz)), 129,2 (CH(Bz)), 129,4 (CH(Bz)), 133,5 (C(Bz)), 133,9 (C(Bz)),
134,0 (C(Bz)), 138,0 (C(Ph)), 138,8 (C(Ph)), 141,4 (C), 152,5 (C), 152,7 (C), 164,5
(CO(Bz)), 164,6 (CO(Bz)), 165,4 (CO(Bz)), 208,2 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 2905 (s), 2851 (m), 1728 (s), 1669 (m), 1623 (s), 1575 (s), 1452 (s), 1316
(s), 1270 (s), 1177 (m), 1121 (s), 1094 (s), 1070 (s), 788 (w), 711 (s) cm™ ™.
EA C4H4,CINsOg:  vypocteno: C 67,64 %; H 4,97 %; N 8,22 %

nalezeno: C 67,33 %; H 5,08 %; N 8,49 %

7.6 Odstranéni chranicich skupin z prekurzori finalnich
nukleosidii

K chranénému nukleosidu 17 (203 mg, 0,3 mmol) bylo pfidano 10 cm® methanolu
za vzniku bezbarvé suspenze, do niz byl pfidan 1M methoxid sodny (0,06 cm?,
0,06 mmol). Vznikld reakéni smés byla za laboratorni teploty intenzivné¢ michéana
po dobu 16 hodin. Po této dobé TLC indikovala nepfitomnost vychozi latky
a prebytecné¢ rozpousStédlo bylo odpaieno na RVO za obdrzeni bezbarvého
krystalického surového produktu.'®*
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Nazev (Cislo): N-fenyl-9-B-D-ribofuranos-1-yl-9H-purin- Q
HN

6-amin (24)
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava f) AN
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek '\L >
Vytézek: 82 mg (77 %) NN oH
Teplota tani:  196-198 °C o |
Retenéni faktor: 0,40 soustava f “/OH
HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 3,58-3,62 (m, 1H, C’ H(Rib)), 3,69-3,74 (m, 1H,
C’'H(Rib)), 4,00 (ddd, 1H, J; = 3,14 Hz, J, = 6,65 Hz, C*H(Rib)), 4,20 (dd, 1H, J; =
4,35 Hz, J,=17,86 Hz, C*H(Rib)), 4,66 (dd, 1H, J; = 5,65 Hz, J,=10,79 Hz,
C®H(Rib)), 5,22 (d, 1H, J = 3,85 Hz, C*HOH(Rib)), 5,30 (dd, 1H, J; = 4,55 Hz,
J, = 10,10 Hz, C* H,OH(Rib)) 5,49 (d, 1H, J = 6,10 Hz, C* HOH(RIb)), 5,98 (d, 1H,
J = 5,75 Hz, C' H(Rib)), 7,06 (t, J = 7,30 Hz, 1H, Ph), 7,34 (t, J = 7,65 Hz, 2H, Ph),
7,94 (d, J = 7,95 Hz, 2H, Ph), 8,41 (s, 1H, C?H), 8,53 (s, 1H, C®H), 9,91 (s, 1H,
C°NH) ppm. **C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & 61,6 (CH(Rib)), 70,6 (CH(Rib)),
73,7 (CH(Rib)), 85,9 (CH(RIib)), 87,9 (CH(Rib)), 120,4 (CH(Ph)), 120,9 (CH(Ph)),
122,8 (CH(Ph)), 128,4 (CH(Ph)), 139,5 (C(Ph)), 140,7 (C), 149,4 (C), 151,9 (C),
152,2 (C) ppm.
IR (KBr): 3334 (m, b), 2922 (m), 1627 (s), 1588 (s), 1499 (s), 1480 (s), 1441 (m),
1376 (m), 1234 (m), 1099 (m), 791 (w), 749 (m), 691 (m), 669 (m), 638 (m) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 366,0 [M+Na']" (9), 344,1 [M+H']" (100). ESI-MS (neg)
m/z (%): 685,1 [2-M—H'T (95), 341,9 [M—H"]" (100).
EA C16H17N5O4: Vypoéteno: C 55,97 %; H 4,99 %; N 20,40 %

nalezeno: C 55,73 %; H 5,02 %; N 20,38 %

Nukleosidy 25 a 26 byly ziskany vySe uvedenym postupem odchranénim
slouc¢enin 20 o navazce 140 mg (0,17 mmol) a 21 o navazce 144 mg (0,18 mmol).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(9-B-D-ribofuranos- 0
1-yl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} /O)\@
methanon (25) N
Purifikace: sloupcové chromatografie .
(soustava c) “L S
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek NT TN OH
Vytézek: 80 mg (92 %) g 1
Teplota tani: 145-155 °C )}j”OH
Retenéni faktor: 0,28 soustava c HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,69-1,75 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,98-1,99 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 3,56-3,61 (m, 1H, C* H(Rib)), 3,69-3,73 (m, 1H,
C’H(Rib)), 3,99 (ddd, 1H, J, = 3,65 Hz, J, = 7,10 Hz, C*H(Rib)), 4,19 (ddd, 1H, J;
= 4,80 Hz, J, =8,15 Hz, C*H(Rib)), 4,65 (dd, 1H, J; = 5,95 Hz, J, = 11,05 Hz,
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C*H(Rib)), 5,23 (d, 1H, J=4,80 Hz, C*’HOH(RIb)), 5,27 (dd, 1H, J; = 4,90 Hz,
J, = 6,65 Hz, C* H,OH(Rib)) 5,52 (d, 1H, J = 6,15 Hz, C* HOH(Rib)), 5,98 (d, 1H, J
= 6,00 Hz, C"'H(Rib)), 7,77 (d, 2H, J = 8,90 Hz, Ph), 8,09 (d, 2H, J = 8,90 Hz, Ph),
8,48 (s, 1H, C°H), 8,61 (s, 1H, C®H), 10,30 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-
ds, 125 MHz): & 27,7 (CHx(Ad)), 36,0 (CH(Ad)), 38,8 (CH,(Ad)), 46,0 (C(Ad)),
61,5 (CH(Rib)), 70,5 (CH(Rib)), 73,7 (CH(Rib)), 85,9 (CH(Rib)), 87,9 (CH(Rib)),
119,4 (CH(Ph)), 120,7 (CH(Ph)), 128,9 (CH(Ph)), 131,7 (CH(Ph)), 141,2 (C(Ph)),
142,3 (C), 149,7 (C), 151,9 (C), 152,2 (C), 206,1 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 3397 (s, b), 2905 (s), 2851 (), 1628 (), 1606 (s), 1581 (S), 1474 (s), 1414
(m), 1370 (m), 1272 (m), 1238 (s), 1175 (m), 1083 (m), 987 (w), 750 (m) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 528,2 [M+Na']* (8), 506,2 [M+H']" (100). ESI-MS (neg)
miz (%): 1045,3 [2-M+CI] (8), 1009,4 [2-M—H"']" (12), 540,1 [M+CI] (37), 504,2
[M—H'] (100).
EA C,;H31N;50:s: vypocteno: C 64,14 %; H 6,18 %; N 13,85 %

nalezeno:  C 64,15 %; H 6,33 %; N 13,54 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(9-B-D-ribofuranos-

1-yl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl}
methanon (26) HN

Purifikace: sloupcova chromatografie NN o
(soustava c) Sy | N>
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek ~OH
Vytézek: 84 mg (94 %) O))j,,/
Teplota tini: ~ 120-130 °C o4 "

Retencni faktor: 0,34 soustava c

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,71-1,72 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,98-1,99 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,04 (m, 3H, CH(Ad)), 3,56-3,61 (m, 1H, C’ H(Rib)), 3,68-3,73 (m, 1H,
C>'H(Rib)), 3,99 (ddd, 1H, J;=3,65 Hz, J, = 7,35 Hz, C*H(Rib)), 4,18 (dd, 1H,
J1= 3,35 Hz, J, = 4,55 Hz, C*H(Rib)), 4,64 (dd, 1H, J; = 6,15 Hz, J, = 11,35 Hz,
C*H(Rib)), 5,24 (d, 1H, J =4,90 Hz, C’HOH(RIb)), 5,28 (dd, 1H, J, = 4,90 Hz,
J, = 6,70 Hz, C'H,OH(Rib)), 5,51 (d, 1H, J = 6,10 Hz, C* HOH(Rib)), 5,98 (d, 1H,
J = 6,10 Hz, C"'H(Rib)), 7,22 (d, 1H, J = 7,65 Hz, Ph), 7,41 (t, 1H, J = 7,95 Hz, Ph),
8,15 (d, 1H, J = 8,25 Hz, Ph), 8,36 (s, 1H, Ph), 8,43 (s, 1H, C°H), 8,59 (s, 1H, C®H),
10,19 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & 28,1 (CH,(Ad)), 36,5
(CH(Ad)), 39,1 (CH,(Ad)), 46,7 (C(Ad)), 62,0 (CH(Rib)), 71,0 (CH(Rib)), 74,2
(CH(Rib)), 86,4 (CH(Rib)), 88,3 (CH(Rib)), 119,8 (CH(Ph)), 121,1 (CH(Ph)), 122,0
(CH(Ph)), 123,0 (CH(Ph)), 128,9 (C(Ph)), 139,2 (C(Ph)), 139,7 (C), 141,4 (C), 150,0
(C), 152,3 (C), 152,5 (C), 208,7 (PhCOAd) ppm.

IR (KBr): 3347 (s, b), 2906 (s), 2851 (m), 1625 (s), 1602 (s), 1577 (s), 1478 (s),
1432 (m), 1872 (m), 1331 (m), 1296 (m), 1227 (m), 1084 (m), 998 (m), 755
(m)cm .
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ESI-MS (poz) m/z (%): 528,2 [M+Na']" (5), 506,2 [M+H']" (100). ESI-MS (neg)
miz (%): 1045,3 [2-M+CI] (6), 1009,3 [2-M-H'T (11), 540,1 [M+CI] (22), 504,1
[M—H'] (100).
EA C,7H3:N50s: vypocteno: C 64,14 %; H 6,18 %; N 13,85 %

nalezeno: C 64,03 %; H 6,47 %; N 13,74 %

Slou€eniny 27-29 byly obdrZeny stejnym postupem po odchranéni sloucenin 18
s navazkou 289 mg (0,42 mmol), 22 z navazky 260 mg (0,30 mmol) a 23 0 navazce
282 mg (0,33 mmol).

Nazev (Cislo): N-fenyl-2-chlor-9-3-D-ribofuranos-1-yl-

9H-purin-6-amin (27) HNO
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava 1) J_ N
Vzhled: smetanovy krystalicky prasek J; IS
Vytézek: 151 mg (95 %) CI7 N7 N OH
Teplota tani: 160-162 °C g T
Retenéni faktor: 0,42 soustava i ;j"’OH

HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 3,57-3,60 (m, 1H, C* ' H(Rib)), 3,68-3,71 (m,
1H, C*H(Rib)), 3,98 (ddd, 1H, J; = 3,55 Hz, J, = 7,20 Hz, C* H(Rib)), 4,17 (dd, 1H,
J1 = 4,00 Hz, J, = 8,25 Hz, C*H(Rib)), 4,56 (dd, 1H, J, = 5,35 Hz, J, = 10,65 Hz,
C*'H(Rib)), 5,08 (d, 1H, J = 1,70 Hz, C*’HOH(Rib)), 5,37 (m, 1H, C’ H,OH(Rib))
5,47 (d, 1H, J = 4,60 Hz, C*HOH(Rib)), 5,90 (d, 1H, J = 5,80 Hz, C' H(Rib)), 7,10
(t, J = 7,30 Hz, 1H, Ph), 7,36 (t, J = 7,60 Hz, 2H, Ph), 7,83 (d, J = 7,95 Hz, 2H, Ph),
8,56 (s, 1H, C®H), 10,34 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): &
61,3 (CH(Rib)), 70,3 (CH(Rib)), 73,8 (CH(Rib)), 85,7 (CH(Rib)), 87,5 (CH(Rib)),
119,2 (CH(Ph)), 121,4 (CH(Ph)), 123,6 (CH(Ph)), 128,5 (CH(Ph)), 138,7 (C(Ph)),
140,7 (C), 150,5 (C), 152,5 (C) ppm.
IR (KBr): 3336 (bm), 2926 (m), 1627 (s), 1584 (s), 1498 (s), 1458 (m), 1351 (m),
1318 (s), 1233 (m), 1121 (m), 1082 (m), 1048 (m), 749 (m), 691 (m), 631 (m) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 416,0 [M(*CI)+K*T" (21), 400,0 [M(*CI)+Na'l* (100),
378,1 [M(*°C)+H*T" (92). ESI-MS (neg) m/z (%): 753.0 [2-M(*C)-H'T (27),
411,9 [M(*CI+CIT (54), 375,9 [M(**C1)-H'] (100).
EA C16H1cCINsO,:  vypoéteno: C 50,87 %: H 4,27 %:; N 18,54 %

nalezeno: C 51,14 %; H 4,06 %; N 18,93 %
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Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(2-chlor-9-B-D- o

ribofuranos-1-yl-9H-purin-6-yl) Q)\@
amino]fenyl}methanon (28) HN

Purifikace: sloupcova chromatografie S
(soustava c) )"; S
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek G NT N oH
Vytézek: 149 mg (91 %) g 1
Teplota tani: 130-138 °C ))j”/OH
Retencni faktor: 0,34 soustava c HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,70-1,76 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,98 (m, 6H,
CH,(Ad)), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 3,56-3,61 (m, 1H, C’ H(Rib)), 3,67-3,71 (m, 1H,
C>'H(Rib)), 3,99 (ddd, 1H, J; = 3,85 Hz, J, = 7,65 Hz, C*H(Rib)), 4,17 (dd, 1H, J; =
4,90 Hz, J, = 8,55 Hz, C*H(Rib)), 4,56 (dd, 1H, J, =5,65Hz, J,=10,80 Hz,
C”*H(Rib)), 5,04 (dd, 1H, J; = 5,65 Hz, J, = 11,1 Hz, C’ H,OH(Rib)), 5,21 (d, 1H, J
= 5,05 Hz, C*’HOH(Rib)) 5,51 (d, 1H, J = 4,45 Hz, C* HOH(Rib)), 5,92 (d, 1H, J =
5,20 Hz, C'H(Rib)), 7,75 (d, 2H, J = 7,60 Hz, Ph), 7,96 (d, 2H, J = 7,65 Hz, Ph),
8,61 (s, 1H, C°H), 10,61 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): &
27,6 (CH,(Ad)), 36,0 (CH(Ad)), 38,7 (CH,(Ad)), 46,0 (C(Ad)), 61,2 (CH(Rib)), 70,2
(CH(Rib)), 73,8 (CH(Rib)), 85,7 (CH(Rib)), 87,5 (CH(Rib)), 119,5 (CH(Ph)), 119,9
(CH(Ph)), 128,6 (CH(Ph)), 132,8 (C(Ph)), 141,2 (C), 150,8 (C), 152,1 (C), 152,2 (C),
206,5 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 3349 (bs), 2906 (s), 2851 (s), 1629 (s), 1606 (s), 1574 (s), 1508 (m), 1459
(s), 1321 (m), 1237 (m), 1175 (m), 1125 (m), 1084 (m), 987 (w), 750 (m) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 1101,4 [2-M(**Cl)+Na‘T* (13), 578,2 [M(*CI)+K'T" (49),
562,2 [M(*CI)+Na‘]" (100), 540,2 [M(®*CI)+H'T" (72). ESI-MS (neg) m/z (%):
574,0 [M(*CI+CIT] (42), 538,1 [M(**C1)-H'] (80), 406,0 [M(*Cl)-H'—CsH5O04]
(100).
EA C27H30C|N505: Vypoéteno: C 60,05 %; H 5,60 %; N 12,97 %

nalezeno: C 59,86 %; H 5,81 %; N 12,72 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(2-chlor-9-B-D-

ribofuranos-1-yl-9H-purin-6-yl)
amino]fenyl}methanon (29) HN

Purifikace: sloupcova chromatografie NN ©
(soustava c) N | N>
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek ~OH
Vytézek: 155 mg (87 %) Ojj
Teplota tani:  144-151 °C od "

Retencni faktor: 0,36 soustava c

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 1,69-1,74 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,99 (m, 6H,
CHa(Ad)), 2,04 (m, 3H, CH(Ad)), 3,57-3,61 (m, 1H, C* H(Rib)), 3,67-3,72 (m, 1H,
C’H(Rib)), 3,98 (ddd, 1H, J;=3,85Hz, J,=7,5Hz, C*H(Rib)), 4,17 (dd, 1H,
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J1= 4,55 Hz, J, = 8,55 Hz, C*H(Rib)), 4,56 (dd, 1H, J; = 5,50 Hz, J, = 10,95 Hz,
C*'H(Rib)), 5,04 (dd, 1H, J, = 5,65 Hz, J, = 11,15 Hz, C’ H,OH(Rib)), 5,21 (d, 1H,
J = 5,05 Hz, C*HOH(Rib)), 5,50 (d, 1H, J = 6,10 Hz, C*HOH(Rib)), 5,91 (d, 1H, J
= 5,80 Hz, C"'H(Rib)), 7,23 (d, 1H, J = 7,80 Hz, Ph), 7,44 (t, 1H, J = 7,93 Hz, Ph),
7,91 (d, 1H, J = 8,40 Hz, Ph), 8,32 (s, 1H, Ph), 8,59 (s, 1H, C®H), 10,54 (s, 1H,
C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & 27,5 (CH,(Ad)), 35,9 (CH(Ad)),
38,5 (CHy(Ad)), 46,1 (C(Ad)), 61,2 (CH(Rib)), 70,3 (CH(RIb)), 73,8 (CH(Rib)),
85,7 (CH(Rib)), 87,5 (CH(Rib)), 119,3 (CH(Ph)), 119,6 (CH(Ph)), 122,4 (CH(Ph)),
122,9 (CH(Ph)), 128,6 (C(Ph)), 138,0 (C(Ph)), 138,8 (C), 141,0 (C), 150,6 (C), 152,3
(C), 208,2 (PhCOAd) ppm.
IR (KBr): 3355 (bs), 2906 (s), 2852 (m), 1626 (s), 1601 (s), 1574 (s), 1454 (m), 1319
(s), 1273 (m), 1227 (m), 1174 (w), 1120 (m), 1084 (m), 1051 (m), 754 (m) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 578,2 [M(**CI)+K*T* (10), 562,2 [M(*CI)+Na']" (27), 540,2
[M(C)+H™T" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 1077.2 [2-M(**C])-H'] (12), 574,1
[M(**CI)+CIT] (10), 538,1 [M(**C1)-H"] (100).
EA Cy7H3CINsOs:  vypocteno: C 60,05 %; H 5,60 %; N 12,97 %

nalezeno:  C 60,03 %; H 5,66 %; N 12,85 %

7.7 Redukce karbonylové skupiny u sloucenin 25, 26, 28 a 29

Slouceniny 30—33 byly pfipraveny postupem popsanym v kapitole 7.4 z vychozich
nukleosidt 25 o navazce 61 mg (0,12 mmol), 26 0 navazce 59 mg (0,12 mmol), 28
0 navazce 92 mg (0,17 mmol) a 29 o navazce 90 mg (0,17 mmol).

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(9-B-D-ribofuranos- OH

1-yl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} /O}\@

methanol (30) N
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava b) J N
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek '\t )
Vytézek: 51 mg (82 %) NN on
Teplota tani: 145-156 °C g 1
Retenéni faktor: 0,43 soustava b )}j'”/OH

HO

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 1,40-1,42 (m, 3H, CH,(Ad)), 1,51-1,53 (m, 3H,
CH,(Ad)),1,59-1,63 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,91 (m, 3H, CH(Ad)), 3,56-3,60 (m, 1H,
C’H(Rib)), 3,68-3,72 (m, 1H, C*H(Rib)), 3,99 (ddd, 1H, J; = 3,44 Hz, J, = 6,79 Hz,
C*H(Rib)), 4,02 (d, 1H, J = 3,81 Hz, PACHOHAJ), 4,18 (dd, 1H, J; = 4,43 Hz,
J, = 8,09 Hz, C*H(Rib)), 4,64 (dd, 1H, J; = 5,65 Hz, J, = 11,29 Hz, C*H(Rib)), 4,93
(d, 1H, J = 4,12 Hz, PhCHOHAJ)), 5,18 (d, 1H, J = 4,58 Hz, C* HOH(Rib)), 5,27
(dd, 1H, J,; =5,49 Hz, J,=10,99 Hz, C’H,OH(Rib)) 5,45 (d, 1H, J = 6,10 Hz,
C*HOH(RIb)), 5,96 (d, 1H, J = 5,95 Hz, C' H(Rib)), 7,17 (d, 2H, J = 8,39 Hz, Ph),
7,82 (d, 2H, J = 8,39 Hz, Ph), 8,38 (s, 1H, C*H), 8,52 (s, 1H, C®H), 9,86 (s, 1H,
C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,8 (CHx(Ad)), 36,7 (CH(Ad)),
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36,8 (CHy(Ad)), 37,9 (C(Ad)), 61,5 (CH(Rib)), 70,5 (CH(RIib)), 73,6 (CH(RIib)),
80,5 (PhCHOHAd), 85,8 (CH(Rib)), 87,8 (CH(Rib)), 119,9 (CH(Ph)), 120,3
(CH(Ph)), 127,7 (CH(Ph)), 136,9 (C(Ph)), 137,8 (C(Ph)), 140,5 (C), 149,2 (C), 151,9
(C), 152,2 (C) ppm.
IR (KBr): 3354 (bs), 2904 (s), 2848 (s), 1627 (s), 1586 (s), 1511 (s), 1478 (s), 1420
(m), 1374 (m), 1296 (m), 1234 (m), 1125 (m), 1084 (m), 1029 (m), 742 (m) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 508,3 [M+H']" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 1013,4
[2-M—H"] (16), 542,1 [M+CI] (21), 506,2 [M—H'] (100).
EA CyH33NsOs:  vypodteno: C 63,89 %; H 6,55 %; N 13,80 %

nalezeno: C 63,63 %; H 6,36 %; N 13,91 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(9-B-D-ribofuranos-
1-yl-9H-purin-6-yl)amino]fenyl} HN/O\{@
methanol (31) Jd_ n OH

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava b) N:I )

Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek NT N OH

Vytézek: 53 mg (90 %) J 1

Teplota tani: 130-145 °C “OH

HO

Retenéni faktor: 0,52 soustava b
'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,42-1,45 (m, 3H, CH,(Ad)), 1,51-1,53 (m, 3H,
CH,(Ad)),1,61-1,64 (m, 6H, CHy(Ad)), 1,91 (m, 3H, CH(Ad)), 3,56-3,60 (m, 1H,
C’’H(Rib)), 3,68-3,72 (m, 1H, C*H(Rib)), 3,98 (ddd, 1H, J; = 3,51 Hz, J, = 7,02 Hz,
C*H(Rib)), 4,02 (d, 1H, J=3,97 Hz, PACHOHAd), 4,18 (dd, 1H, J,=4,58 Hz,
J, = 8,09 Hz, C*H(Rib)), 4,64 (dd, 1H, J; = 5,95 Hz, J, = 11,29 Hz, C* H(Rib)), 5,00
(d, 1H, J = 3,97 Hz, PACHOHAUJ), 5,18 (d, 1H, J = 4,73 Hz, C*’HOH(Rib)), 5,26
(dd, 1H, J; = 4,88 Hz, J, =656 Hz, C’H,OH(RIb)), 5,46 (d, 1H, J = 6,10 Hz,
C*HOH(RIb)), 5,96 (d, 1H, J = 5,95 Hz, C''H(Rib)), 6,93 (d, 1H, J = 7,63 Hz, Ph),
7,23 (t, 1H, J = 7,78 Hz, Ph), 7,70 (s, 1H, Ph), 7,84 (d, 1H, J = 9,00 Hz, Ph), 8,36 (s,
1H, C?H), 8,52 (s, 1H, C®H), 9,86 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-dg, 125
MHz): & 28,3 (CH,(Ad)), 37,2 (CH(Ad)), 37,3 (CHy(Ad)), 38,5 (C(Ad)), 62,0
(CH(Rib)), 71,0 (CH(Rib)), 74,1 (CH(Rib)), 81,5 (PhCHOHAd), 86,3 (CH(Rib)),
88,3 (CH(Rib)), 119,9 (CH(Ph)), 120,8 (CH(Ph)), 121,5 (CH(Ph)), 123,1 (CH(Ph)),
127,3 (C(Ph)), 138,7 (C(Ph)), 141,0 (C), 143,4 (C), 149,8 (C), 152,3 (C), 152,7 (C)
ppm.
IR (KBr): 3330 (bs), 2904 (s), 2846 (m), 1628 (s), 1581 (s), 1477 (s), 1375 (m), 1304
(m), 1225 (m), 1111 (m), 1084 (m), 1043 (m), 795 (m), 731 (m), 644 (m) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 546,2 [M+K']" (13), 530,3 [M+Na']" (16), 508,3 [M+H']"
(100). ESI-MS (neg) m/z (%): 1049,3 [2-M+CI1 ] (7), 1013,4 [2-M—H'T (6), 542,1
[M+CI] (71), 506,2 [M—H'] (100).
EA C,7;H33N5O0:s: vypocteno: C 63,89 %; H 6,55 %; N 13,80 %

nalezeno: C 63,33 %; H 6,74 %; N 14,05 %
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Nazev (Cislo): (1-adamantyl){4-[(2-chlor-9-B-D- OH

ribofuranos-1-yl-9H-purin-6-yl) Oﬁ\@
amino]fenyl}methanol (32) N

Purifikace: sloupcova chromatografie S
(soustava ) /’L S
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek cI” N7 N OH
Vytézek: 79 mg (86 %) Jg 1
Teplota tani: 138-142 °C ))j"’OH
Retencni faktor: 0,28 soustava c HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,40-1,43 (m, 3H, CH,(Ad)), 1,51-1,53 (m, 3H,
CH,(Ad)),1,59-1,63 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,91 (m, 3H, CH(Ad)), 3,57-3,59 (m, 1H,
C’’H(Rib)), 3,67-3,70 (m, 1H, C’ H(Rib)), 3,97 (ddd, 1H, J; = 3,66 Hz, J, = 7,32 Hz,
C*H(Rib)), 4,03 (d, 1H, J=3,05 Hz, PACHOHAd), 4,16 (dd, 1H, J; = 3,81 Hz,
J, = 7,93 Hz, C¥*H(Rib)), 4,55 (dd, 1H, J; =5,19 Hz, J, = 10,68 Hz, C*H (Rib)),
4,96 (d, 1H, J = 3,81 Hz, PACHOHA)), 5,04 (d, 1H, C* HOH(Rib)), 5,22 (dd, 1H,
C’’H,OH(Rib)) 5,51 (d, 1H, C* HOH(RIb)), 5,89 (d, 1H, J = 5,80 Hz, C' H(Rib)),
7,20 (d, 2H, J = 8,39 Hz, Ph), 7,73 (d, 2H, J = 8,39 Hz, Ph), 8,54 (s, 1H, C®H), 10,29
(s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 28,3 (CH,(Ad)), 37,2
(CH(Ad)), 37,3 (CH,(Ad)), 38,4 (C(Ad)), 61,8 (CH(Rib)), 70,8 (CH(Rib)), 74,3
(CH(Rib)), 80,9 (PhCHOHAJ), 86,2 (CH(Rib)), 87,9 (CH(Rib)), 119,6 (CH(Ph)),
120,6 (CH(Ph)), 128,3 (CH(Ph)), 137,5 (C(Ph)), 138,4 (C), 141,2 (C), 151,0 (C),
152,9 (C), 153,0 (C) ppm.
IR (KBr): 3387 (bs), 2905 (s), 2848 (s), 1626 (s), 1582 (s), 1511 (m), 1465 (m), 1348
(m), 1317 (s), 1233 (m), 1122 (m), 1084 (m), 1048 (m), 756 (w), 632 (m) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 580,2 [M(*CI+K*T" (19), 564,2 [M(*CI)+Na‘]* (100),
542,2 [M(*CI)+H'T* (90). ESI-MS (neg) m/z (%): 1117.2 [2-M(*C1)-CIT (12),
1081,2 [2-M(*CD)-H'T (7), 576,2 [M(*CI)+CI"] (100), 540,1 [M(**C)~H'] (84).
EA C27H32C|N505: Vypoéteno: C 59,83 %; H 5,95 %; N 12,92 %

nalezeno: C 59,45 %; H 5,61 %; N 12,54 %

Nazev (Cislo): (1-adamantyl){3-[(2-chlor-9-B-D-
ribofuranos-1-yl-9H-purin-6-yl) HNO\(@
amino]fenyl}methanol (33) A\ OH
Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava c) )N:I »
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek cI”NT N OH
Vytézek: 73 mg (80 %) e
Teplota tani: 170-174 °C "OH
Reten¢ni faktor: 0,22 soustava ¢ HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,44-1,46 (m, 3H, CH,(Ad)), 1,52-1,54 (m, 3H,
CH,(Ad)),1,61-1,66 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,92 (m, 3H, CH(Ad)), 3,55-3,60 (m, 1H,
C’H(Rib)), 3,66-3,70 (m, 1H, C*H(Rib)), 3,97 (ddd, 1H, J; = 3,81 Hz, J, = 7,48 Hz,
C*H(Rib)), 4,02 (d, 1H, J =3,97 Hz, PACHOHAd), 4,16 (dd, 1H, J;=4,73 Hz,
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J, = 8,54 Hz, C*H(Rib)), 4,54 (dd, 1H, J; = 5,49 Hz, J, = 10,83 Hz, C* H(Rib)), 5,01
(d, 1H, J = 4,12 Hz, PhACHOHAJ), 5,05 (d, 1H, J = 5,65 Hz, C*H,OH(Rib)), 5,20
(dd, 1H, J = 5,04 Hz, C>’HOH(Rib)), 5,50 (d, 1H, J = 6,10 Hz, C* HOH(Rib)), 5,89
(d, 1H, J = 5,80 Hz, C"H(Rib)), 6,98 (d, 1H, J = 7,63 Hz, CH(Ph)), 7,26 (t, 1H, J =
7,78 Hz, Ph), 7,59 (d, 1H, J = 7,93 Hz, Ph), 7,67 (s, 1H, Ph), 8,54 (s, 1H, C°H),
10,31 (s, 1H, C°NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 27,8 (CH,(Ad)), 36,7
(CH(Ad)), 36,8 (CH,(Ad)), 37,9 (C(Ad)), 61,2 (CH(RIib)), 70,3 (CH(Rib)), 73,8
(CH(Rib)), 80,9 (PhCHOHAd), 85,7 (CH(Rib)), 87,4 (CH(Rib)), 119,1 (CH(Ph)),
119,9 (CH(Ph)), 121,8 (CH(Ph)), 123,5 (CH(Ph)), 126,9 (C(Ph)), 137,2 (C(Ph)),
140,6 (C), 142,9 (C), 150,5 (C), 152,3 (C), 152,6 (C) ppm.
IR (KBr): 3346 (bs), 2904 (s), 2849 (m), 1627 (s), 1578 (s), 1459 (m), 1352 (m),
1317 (m), 1222 (m), 1125 (m), 1086 (m), 1046 (m), 787 (w), 730 (m), 632 (m) cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 1121,4 [2-M(*CI)+K™T* (13), 1105,4 [2-M(*Cl)+Na’]" (25),
1083,3 [2-M(*>C)+H'T" (7), 580,2 [M(*CI)+K'T" (37), 564,2 [M(**Cl)+Na‘T" (61),
5422 [M(*CI+H'T" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 1081,3 [2-M(**Cl)-H']” (8),
576,1 [M(*Cl)+ CI']" (22), 540,1 [M(*CI)-H*T" (100).
EA C»H3,CINsOs:  vypoéteno: C 59,83 %: H 5,95 %: N 12,92 %

nalezeno:  C 59,56 %:; H 6,25 %:; N 12,68 %

7.8 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze C2

Ke slouceniné¢ 27 (166 mg, 0,44 mmol) byl ptidan 3-aminopropan-1-ol (267 pul,
3,52 mmol). Béhem nékolika minut vznikla kaSovitda smés, ktera byla intenzivné
michdna pii teploté 160 °C pod inertni argonovou atmosférou. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC az do spotiebovani vychozi latky. Reakéni smés olejovité
konzistence byla ochlazena na laboratorni teplotu, béhem &ehoz zatuhla
v nemichatelnou hmotu. K reakéni smési bylo pridano 5 cm® chloroformu, coz mélo
vést k jejimu rozmichdni ¢i rozpusténi. To se ovSem podafilo az po piidavku
nékolika kapek methanolu. Organicky podil byl nasledné 5 x promyt destilovanou
vodou, 5 cm® nasyceného roztoku chloridu sodného a susen nad siranem sodnym.
Po odpateni na RVO byl ziskan surovy produkt v podob¢ oranzového oleje.

Nazev (Cislo): 3-{[6-(fenyl)amino]-9-(B-D-ribofuranos-
1-yl)-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol HN/O
(34) z N
Purifikace: sloupcova chromatografie )N\ I >
(soustava b) HOTTONTINTTN
Vzhled: nazloutly krystalicky prasek g 1
Vytézek: 159 mg (86 %) ))j"’OH
Teplota tani: 130-136 °C HO

Retenéni faktor: 0,38 soustava b

'"H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 1,73 (m, 2H, NHCH,CH,CH,0H), 3,35-3,53 (m,
4H, NHCH,CH,CH,OH), 3,54-358 (m, 1H, C’H(Rib)), 3,64-3,68 (m, 1H,
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C>'H(Rib)), 3,92 (ddd, 1H, J; = 4,00 Hz, J, = 7,50 Hz, C*H(Rib)), 4,16 (dd, 1H, J; =
4,60 Hz, J,=8,10 Hz, C*H(Rib)), 4,45 (dd, 1H, J, = 5,20 Hz, J,=10,25 Hz,
C*H(Rib)), 4,61 (dd, 1H, C’ H,OH(Rib)), 5,07 (m, 1H, C*NH(CH.);0H), 5,12 (d,
1H, J = 4,70 Hz, C*HOH(RIb)), 5,38 (d, 1H, J = 6,10 Hz, C*HOH(Rib)), 5,79 (d,
1H, J = 5,95 Hz, C"H(Rib)), 6,58 (m, 1H, C°*NH), 6,98 (t, 1H, J = 7,70 Hz, Ph), 7,28
(t, 2H, J = 7,50 Hz, Ph), 8,02 (d, 2H, J = 7,60 Hz, Ph), 8,05 (s, 1H, C®H), 9,38 (s, 1H,
C®NH) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 38,6 (CH,), 58,9 (CH), 61,7
(CH(Rib)), 70,6 (CH(Rib)), 73,1 (CH(Rib)), 85,3 (CH(Rib)), 87,0 (CH(Rib)), 114,0
(CH(Ph)), 120,1 (CH(Ph)), 121,8 (CH(Ph)), 128,3 (CH(Ph)), 136,8 (C(Ph)), 140,3
(C), 151,7 (C), 152,1 (C), 159,1 (C) ppm.
IR (KBr): 3354 (bs), 2927 (m), 2871 (m), 1616 (s), 1585 (s), 1525 (m), 1498 (s),
1441 (m), 1315 (m), 1252 (m), 1120 (m), 1082 (m), 1055 (m), 783 (m), 750 (m)
cm .
ESI-MS (poz) m/z (%): 439,1 [M+Na'T" (8), 417,2 [M+H*]" (100). ESI-MS (neg)
m/z (%): 831,3 [2-M—H'] (94), 451,0 [M+CI ] (24), 415,0 [M—H']" (100).
EA CisHi7NsO4:  vypoéteno: C 55,97 %: H 4,99 %: N 20,40 %

nalezeno:  C 55,73 %; H 5,02 %:; N 20,38 %

Slouceniny 35 a 36 byly pfipraveny postupem uvedenym vyse z vychozich latek
32 0 navazce 61 mg (0,11 mmol) a 33 o navazce 49 mg (0,09 mmol).

Nazev (Cislo): 3-{[6-(fenyl)amino]-9-(B-D-ribofuranos- OH
1-yI)-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol M
(35) "
Purifikace: LN
Vzhled: nazloutly velmi visk6zni olej )N\ I >
Vytézek: 13 mg (25 %) HOTNTINTTN oy
Teplota tani: --- d T
Retenéni faktor: 0,31 soustava i “/OH
HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,51 (m, 3H, CHx(Ad)), 1,41 (m, 3H, CH.(Ad)),
1,58-1,63 (m, 6H, CH,(Ad)), 1,72 (m, 2H, NHCH,CH,CH,0H), 1,91 (m, 3H,
CH(Ad)), 3,40-3,56 (m, 4H, NHCH,CH,CH,0H), 3,57-3,60 (m, 1H, C’ H(Rib)),
3,63-3,68 (m, 1H, C H(Rib)), 3,91 (ddd, 1H, J; = 6,00 Hz, J, = 15,15 Hz,
C*H(Rib), 4,00 (d, 1H, J = 5,40 Hz, PhACHOHAd), 4,15 (m, 1H, C*H(Rib)), 4,43
(dd, 1H, J; = 6,30 Hz, J, = 12,3 Hz, C*H(Rib)), 4,57 (m, 1H, PhCHOHAd), 4,88 (d,
1H, J= 5,15 Hz, C*HOH(RIib)), 5,04 (m, 1H, C*NH(CH.);0H), 5,10 (m, 1H,
C’’H,OH(Rib)), 5,35 (d, 1H, J = 7,75 Hz, C*HOH(RIb)), 5,78 (d, 1H, J = 7,45 Hz,
C"H(Rib)), 6,56 (m, 1H, C°NH), 7,12 (d, 2H, J = 10,85 Hz, Ph), 7,91 (d, 2H, J =
10,9 Hz, Ph), 8,03 (s, 1H, C®H), 9,32 (s, 1H, C°NH) ppm.

ESI-MS (poz) m/z (%): 603,3 [M+Na']" (9), 581,3 [M+H"]" (100). ESI-MS (neg)
m/z (%): 1159,5 [2-M—H']" (7), 615,1 [M+CI ] (69), 579,2 [M—H"]" (100).
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Nazev (Cislo): 3-{[6-(fenyl)amino]-9-(B-D-ribofuranos-
1-yI)-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol HNQY@

(36) 1, &
Purifikace: )N\ D
Vzhled: zluty velmi viskozni olej HOTTONTINTTN
Vytézek: 57 mg (87 %) g 7T
Teplota tani: --- P”/OH
Retenéni faktor: 0,37 soustava i HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,43 (m, 3H, CH,(Ad)), 1,52 (m, 3H, CH,(Ad)),
1,62 (m, 6H, CHy(Ad)), 1,73 (m, 2H, NHCH,CH,CH,OH), 1,91 (m, 3H, CH(Ad)),
3,35-3,49 (m, 4H, NHCH,CH,CH,0H), 3,54-3,57 (m, 1H, C*H(Rib)), 3,63-3,68
(m, 1H, C’H(Rib)), 3,91 (ddd, 1H, J; = 5,15 Hz, J, = 14,30 Hz, C*H(Rib), 4,01 (d,
1H, J = 4,60 Hz, PACHOHAJ), 4,14 (m, 1H, C*H(Rib)), 4,44 (dd, 1H, J; = 6,30 Hz,
J, = 12,90 Hz, C*H(Rib)), 4,58 (m, 1H, PhACHOHAJ), 4,95 (d, 1H, J = 5,15 Hz,
C*HOH(RIb)), 5,07 (m, 2H, C* H,0OH(Rib)+C*NH(CH,)s0H), 5,35 (d, 1H, J = 7,75
Hz, C*HOH(RIb)), 5,78 (d, 1H, J = 7,70 Hz, C"'H(Rib)), 6,40 (m, 1H, C*NH), 6,86
(d, 1H, J = 9,05 Hz, Ph), 7,18 (t, 1H, J = 9,75 Hz, Ph), 7,83 (s, 1H, Ph), 7,90 (d, 1H,
J = 7,75 Hz, Ph), 8,04 (s, 1H, C®H), 9,32 (s, 1H, C°NH) ppm.

ESI-MS (poz) m/z (%): 603,3 [M+Na'l" (12), 600,3 [2-M+H"+K'T" (9), 581,3
[M+H']* (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 1159,5 [2-M—H'] (23), 615,1 [M+CI ] (39),
579,2 [M—H'] (100).

7.9 Charakterizace neo¢ekavanych produkti

Guanin (100 mg, 0,66 mmol) byl rozmichan v dimethylformamidu (DMF; 2 cm®)
za vzniku smetanové suspenze, do které byl pfi teploté 0 °C (na ledové lazni) pomalu
prikapavan fosforyl chlorid (10 c¢cm®). Po pfidani veskerého mnozstvi fosforyl
chloridu byla reak¢éni smés piivedena k varu a refluxovana. IThned po zacatku refluxu
doslo k rozpusSténi suspenze a vzniku ¢erného roztoku. Reakce byla sledovana
pomoci TLC a ukonCena po spotfebovani vychozi latky, coz trvalo ptiblizné
30 minut. Po ochlazeni byla reakéni sms nalita na 100 cm® ledové tFists, po jejimz
rozpu§téni byla zneutralizovana pfidavkem vodného amoniaku (80 cm®). Vodna
vrstva byla nasledné¢ odparena na RVO a Zluty pevny odparek byl pak za horka
opakovan¢ promyvan acetonitrilem, dokud TLC neindikovala vymyti veskerého
produktu z anorganického podilu. Zfiltrované a spojené acetonitrilové extrakty byly
odpatreny na RVO za obdrzeni surového produktu coby zlutého krystalického prasku.

Nazev (Cislo): N-(6-chlor-9H-purin-2-yl)formamid (6)

Purifikace: sloupcova chromatografie (soustava b) of
Vzhled: zluty krystalicky prasek o NN
Vytezek: 77 mg (59 %) PPN
Teplota tani: >350 °C H H

Retenéni faktor: 0,36 soustava b
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'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 8,47 (s, 1H, C°H), 9,32 (d, 1H, J = 8,55 Hz,
C°*NHCOH), 11,09 (d, 1H, J = 9,45 Hz, C*NHCOH), 13,64 (s, 1H, N°H) ppm. **C
NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 145,0 (C), 152,4 (C), 159,8 (C), 163,1 (CO) ppm.
IR (KBr): 3118 (bm), 2974 (m), 1697 (s), 1622 (s), 1581 (s), 1512 (s), 1441 (m),
1388 (s), 1292 (m), 1244 (s), 924 (m), 843 (m), 789 (m), 636 (M), 563 (W) cm .
DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 53 (29), 54 (14), 62 (6), 64 (6), 65 (9), 68 (7), 80 (7), 88
(6), 92 (13), 107 (25), 133 (11), 134 (100), 135 (6), 169 (73) m/z (%).
EA CeH,CINsO:  vypoéteno: C 36,47 %: H 2,04 %:; N 35,45 %

nalezeno:  C 36,52 %:; H 2,35 %; N 35,91 %

Do husté smési guaninu (200 mg, 1,32 mmol), dichlormethanu (2 cm®) a DMF
(0,4 cm®) vychlazené v ledové lazni na 0 °C byl pomalu piikapavan fosforyl chlorid
(0,25 cm®) a ziskana mlé¢na suspenze byla takto michana jednu hodinu. Poté byla
reakéni smés refluxovana pii 40 °C, dokud byla na TLC pozorovéna vychozi latka. '
Ochlazen4 reakéni smés byla nalita na 50 cm® ledové tH3t&, po rozpusténi se objevila
lepkava srazenina, kterd se ovSem béhem neutralizace pomoci vodného amoniaku
(10 cm®) rozpustila. Organickd fiaze byla oddélena od vodné, ktera byla jestd
extrahovana 5 x 10 cm® chloroformu. Organické podily byly spojeny, suseny
nad siranem sodnym a odpafeny na RVO. Surovy produkt mé¢l vzhled nazloutlého
oleje a jeho hmotnost Cinila pouhych 15 mg. Protoze produkt pravdépodobné
zustaval ve vodné fazi, bylo opét ptistoupeno k odpafeni vodného podilu na RVO
a odparek byl opét extrahovan za horka do acetonitrilu (5 x 10 cm®). Spojené
acetonitrilové extrakty byly odpafeny na RVO za ziskéni bezbarvého krystalického
prasku.

Nazev (Cislo): N-(6-(dimethylamino)-9H-purin-2-yl)formamid (7)

Purifikace: krystalizace (EtOH) HaC.  CHs
Vzhled: bezbarvé krystaly |

Vytézek: 114 mg (42 %) 3 )N\/ )
Teplota tani: 290-295 °C HOON SNTON

Retenéni faktor: 0,56 soustava b

'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 3,01 (s, 3H, C®NCHs), 3,13 (s, 3H, C®°NCHS,),
7,84 (s, 1H, C*NHCOH), 8,55 (s, 1H, C°H), 11,20 (s, 1H, CENHCOH), 12,51 (s, 1H,
N°H) ppm. *C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & 34,5 (CHs), 40,5 (CH3), 156,7 (C),
157,6 (CO) ppm.
IR (KBr): 3120 (bm), 1664 (s), 1626 (s), 1547 (s), 1431 (m), 1348 (s), 1245 (m),
1117 (m), 928 (m), 841 (m), 787 (m), 738 (w), 705 (W), 647 (w), 578 (w) cm ™.
ESI-MS (poz) m/z (%): 435,2 [2-M+Na']" (20), 413,2 [2-M+H']" (9), 245,1
[M+K'T" (35), 229,2 [M+Na']" (100), 207,2 [M+H™]" (95). ESI-MS (neg) m/z (%):
205,1 [M—H*]" (100).
EA CsHgNgO: vypocteno: C 46,60 %; H 4,89 %; N 40,76 %

nalezeno: C 46,45 %; H 4,88 %; N 40,97 %
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Guanin (250 mg, 1,65 mmol), kyselina octova (6 cm®, 105 mmol) a anhydrid
kyseliny octové (2 cm®, 21 mmol) byly smichany za vzniku mlééné suspenze, ktera
byla relfuxovdna pi1 135 °C, a pribéh reakce byl monitorovan TLC. Asi
po 7 hodindch se zacCala suspenze pomalu rozpoustét a ke spotfebovani vychozi
slouc¢eniny doslo celkem po 12 hodinach. Po ochlazeni reakéni smési se vytvotila
husta ‘tig:gbarvé srazenina, kterd byla odfiltrovana a opakované dikladné promyta
vodou.

Nazev (Cislo): N-(6-0x0-9H-purin-2-yl)acetamid (8)

Purifikace: krystalizace (CHCI;/ EtOH) o)
Vzhled: bezbarvy krystalicky prasek O HN N
Vytézek: 224 mg (70 %) K L
Teplota tani: 337-342 °C * H H

Retenéni faktor: 0,23 soustava f

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 2,16 (s, 3H, CHs), 8,01 (s, 1H, C®H), 11,52 (s,
1H, C®*NH), 12,01 (s, 1H, N'H), 12,82 (s, 1H, N°H) ppm. *C NMR (DMSO-ds, 125
MHz): & 23,7 (CHs), 137,4 (C), 147,1 (C), 147,9 (C), 148,4 (C), 154,7 (C), 168,0
(CO), 173,3 (CO) ppm.
IR (KBr): 3158 (bs), 3045 (m), 1693 (s), 1667 (s), 1637 (s), 1568 (m), 1404 (s), 1375
(m), 1261 (m), 1246 (m), 1171 (m), 823 (m), 800 (m), 782 (m), 636 (m) cm ™.
DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 41 (6), 42 (12), 43 (100), 44 (30), 45 (10), 53 (21), 54
(13), 55 (7), 58 (6), 69 (8), 81 (7), 108 (7), 109 (46), 110 (36), 134 (14), 135 (7), 151
(96), 152 (7), 193 (22) m/z (%).
ESI-MS (poz) m/z (%): 409,2 [2-M+Na'l" (11), 387,2 [2-M+H'T" (29), 216,1
[M+Na']" (9), 194,2 [M+H'T" (100). ESI-MS (neg) m/z (%): 192,1 [M—H'T" (100).
EA C;H;N50,: vypocteno: C 43,53 %; H 3,65 %; N 36,26 %

nalezeno: C 43,38 %; H 3,81 %; N 36,31 %

Sloucenina 19 byla ziskana z latky 9 o navazce 50 mg (0,24 mmol) metodou B
uvedenou v podkapitole 7.5.

Nazev (Cislo): N,N-[(fenyl)(2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D- OBz
ribofuranos-1-yl)-(9-(2,3,5-tri-O-benzoyl o P
-B-D-ribofuranos-1-yl)-9H-purin-6-yl)] szond Gy O
-amin (19) YN

Purifikace: sloupcova chromatografie B20 | e N
(soustava €) A N\>8

Vzhled: zluté krystalické vloc¢ky/hrudky 5 oy 0Bz

Vytézek: 31,2 mg (12 %) 5]2

Teplota tani: 218-224 °C 50 ) [ ¥ 0Bz

Retencni faktor: 0,66 soustava e
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'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 4,68 (m, 1H, C* H(Rib)), 4,76-4,83 (m, 4H,
C>H+C> H((Rib)), 4,88 (m, 1H, C*H(Rib)), 5,98 (t, 1H, J = 6,15 Hz, C' H(Rib)),
6,25 (m, 2H, C*H+C*¥ H(Rib)), 6,37 (m, 2H, C*H+C* H(Rib)), 6,91 (m, 1H, Ph),
7,00 (dd, 2H, J; = 1,2 Hz, J, = 8,35 Hz, Ph), 7,16 (m, 2H, Ph), 7,26 (d, 1H, J = 4,55
Hz, C"H(Rib)), 7,36-7,50 (m, 12H, Bz), 7,59-7,66 (m, 6H, Bz), 7,85-7,93 (m, 8H,
Bz), 7,99-8,01 (m, 4H, Bz), 8,21 (s, 1H, C°H), 8,52 (s, 1H, C°H) ppm. **C NMR
(DMSO-ds, 125 MHz): & 63,3 (CH(Rib)), 64,0 (CH(Rib)), 70,3 (CH(Rib)), 70,6
(CH(RIb)), 72,7 (CH(Rib)), 75,1 (CH(Rib)), 78,6 (CH(Rib)), 79,2 (CH(Rib)), 88,0
(CH(Rib)), 91,3 (CH(Rib)), 112,8 (CH(Ph)), 122,0 (CH(Ph)), 122,8 (CH(Ph)), 128,0
(CH(Bz)), 128,3 (CH(Bz)), 128,4 (CH(Bz)), 128,5 (CH(Bz)), 128,6-128,7 (CH(Bz)),
129,2-129,3 (CH(Bz)), 133,2 (C(Bz)), 133,3 (C(Bz)), 133,4 (C(Bz)), 133,8 (C(B2)),
133,8 (C(Bz)), 133,9 (C(Bz)), 139,2 (C(Ph)), 142,3 (C), 145,6 (C), 146,4 (C), 149,1
(C), 164,4 (CO(Bz)), 164,5 (CO(Bz)), 164,6 (CO(Bz)), 1653 (CO(Bz)), 1654
(CO(Bz)) ppm.
IR (KBr): 3062 (bw), 1728 (s), 1636 (s), 1601 (m), 1584 (m), 1517 (m), 1451 (m),
1316 (m), 1266 (s), 1178 (m), 1122 (s), 1094 (s), 1070 (m), 1025 (m), 709 (s) cm ™.
DI-EI-MS (200 °C, 70 eV): 44 (39), 58 (17), 60 (5), 67 (11), 68 (7), 69 (100), 81
(51), 82 (6), 83 (11), 94 (6), 95 (28), 96 (10), 97 (31), 98 (7), 100 (12), 107 (9), 109
(17), 110 (6), 111 (23), 119 (6), 123 (9), 124 (7), 125 (15), 127 (6), 135 (6), 136 (12),
137 (16), 139 (9), 153 (5), 309 (13), 322 (10), 325 (28), 326 (6), 340 (6), 362 (5) m/z
(%).
EA CgHioNsO14:  vypocteno: C 68,78 %; H 4,49 %; N 6,37 %

nalezeno: C 68,56 %; H 4,46 %; N 6,22 %

Slouceniny 37 a 38 byly ptipraveny z vychozich latek 28 o navazce 72 mg (0,13
mmol) a 29 o navazce 64 mg (0,12 mmol) postupem popsanym v podkapitole 7.8.

Nazev (Cislo): 3-{[6-(fenyl)amino]-9-(B-D-ribofuranos- N >"0oH
1-yl)-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol
37)
Purifikace: sloupcové chromatografie N
(soustava b) N N\>
Vzhled: nazloutld krystalicka péna Ho/\/\NAN N
Vytézek: 65 mg (87 %) i P
Teplota tani: 104-112 °C “IoH
Retencni faktor: 0,30 soustava b HO

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 1,74 (m, 12H, CH,(Ad)), 1,99 (m, 4H,
NHCH,CH,CH,0OH+CNCH,CH,CH,0H), 2,04 (m, 3H, CH(Ad)), 3,39-3,35 (m,
4H,  C*NHCH,CH,CH,OH+CNCH,CH,CH,OH),  3,50-3,54 (m,  4H,
C?’NHCH,CH,CH,0H+CNCH,CH,CH,0H), 3,55-3,57 (m, 1H, C*H(Rib)), 3,63-
3,68 (m, 1H, C° H(Rib)), 3,91 (ddd, 1H, J; = 3,80 Hz, J, = 11,40 Hz, C* H(Rib), 4,15
(dd, 1H, J; = 4,30 Hz, J, = 12,20 Hz, C*H(Rib)), 4,46 (dd, 1H, J; = 5,20 Hz,
J,=10,25 Hz, C*H(Rib)), 4,60 (m, 1H, C’HOH(Rib)), 5,03 (m, 2H,
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C*NH(CH,)s0H+CN(CH,);0H), 5,12 (d, 1H, J = 4,70 Hz, C’ H,OH(Rib)), 5,37 (d,
1H, J = 6,10 Hz, C*HOH(RIib)), 5,80 (d, 1H, J = 6,10 Hz, C' H(Rib)), 6,71 (m, 1H,
C’NH), 7,72 (d, 2H, J = 7,35 Hz, Ph), 8,09 (s, 1H, C®H), 8,13 (d, 2H, J = 8,70 Hz,
Ph), 9,75 (s, 1H, C°NH) ppm.

IR (KBr): 3378 (bs), 2906 (s), 2851 (m), 1631 (s), 1590 (s), 1516 (s), 1410 (m), 1272
(m), 1239 (s), 1175 (s), 1083 (s), 1053 (s), 987 (M), 786 (s), 750 (m) cm ™.

Nazev (Cislo): 3-{[6-(fenyl)amino]-9-(B-D-ribofuranos-

1-yI)-9H-purin-2-ylJamino}propan-1-ol
(38) HN

Purifikace: sloupcova chromatografie NS N~ OH

(soustava b) PN
Vzhled: nazloutly tuhy olej Ho/\/\” N OH
Vytézek: 74 mg (87 %) o ]
Teplota tani: 88-96 °C “OH
HO

Retenéni faktor: 0,34 soustava b

'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 1,72 (m, 12H, CH,(Ad)), 1,95 (m, 4H,
NHCH,CH,CH,0H+CNCH,CH,CH,0H), 2,03 (m, 3H, CH(Ad)), 3,32-3,37 (m,
4H,  C*NHCH,CH,CH,OH+CNCH,CH,CH,OH), 348351 (m, 4H,
C?*NHCH,CH,CH,0H+CNCH,CH,CH,0H), 3,53-3,57 (m, 1H, C H(Rib)), 3,64—
3,66 (m, 1H, C H(Rib)), 3,91 (d, 1H, J = 3,65 Hz, C*H(Rib), 4,15 (m, 1H,
C*H(Rib)), 4,43 (m, 1H, C*H(Rib)), 4,59 (m, 1H, C*HOH(RIb)), 5,07 (m, 3H,
C>'H,OH(Rib)+C?NH(CH,);0H+CN(CH,);0H), 5,37 (m, 1H, C*HOH(Rib)), 5,79
(d, 1H, J = 5,95 Hz, C' H(Rib)), 6,52 (m, 1H, C°NH), 7,11 (d, 1H, J = 8,25 Hz, Ph),
7,34 (t, 1H, J; = 8,00 Hz, J, = 15,90 Hz, Ph), 8,08 (s, 1H, C°H), 8,13 (s, 1H, Ph),
8,31 (s, 1H, Ph), 9,65 (s, 1H, C°NH) ppm.

IR (KBr): 3383 (bs), 2907 (s), 2852 (m), 1630 (s), 1580 (s), 1529 (m), 1485 (s), 1412
(m), 1257 (m), 1121 (m), 1083 (s), 1053 (s), 902 (m), 787 (s), 737 (m) cm .

7.10 Metodika studia biologické aktivity

Studium biologické aktivity piipravenych purinovych ribonukleosidi in vitro bylo
provedeno na Katedfe experimentalni biologie Prirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci pod vedenim doc. RNDr. Vladimira Krystofa, Ph.D.

Pro testy cytotoxicity byly pouzity bunécné linie K562 (chronickd myeloidni
leukemie) a MV4;11 (akutni myeloidni leukemie) byly ziskdny z Evropské sbirky
oveéfenych bunéénych kultur (ECACC — European Collection of Cell Cultures).
Bunécéné linie byly kultivovdny v Dulbeccové modifikovaném Eaglové mediu
obohaceném o 10% fetalni hovézi sérum, penicilin (100 U-cm ) a streptomycin
(100 pg-cm™®) pii 37 °C v prostiedi 5% CO,. Pro testy Zivotaschopnosti (viability)
byly bunky nasazeny na 96jamkové desticky (5000 bunck na jamku)
a po preinkubacni dobé byly oSetfeny v triplikatech Sesti riznymi davkami kazdé
pfipravené slouCeniny po dobu 72 hodin. Po oSetfeni byl na Ctyfi hodiny ptidan
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roztok resazurinu (Sigma-Aldrich) a fluorescence resorufinu vytvofeného v zivych
bunkach byla méfena pii 544 nm/590 nm (excitace/emise) pomoci CteCky
mikrodesti¢ek Fluoroskan Ascent (Labsystems). Hodnota ICsp, Koncentrace 1éCiva
letalni pro 50 % bungk, pak byla vypo&tena z kiivek davka-odezva.'*

Inhibice enzymu AtCKX2, ktery byl vyprodukovan v Saccharomyces cerevisiae
podle publikovaného protokolu, byla zjistovana modifikovanym testem podle diive
publikované metody.'” Vsechny kroky pipetovani byly provedeny na stanici
pro manipulaci s kapalinami Opentrons Il (Opentrons). Inhibice enzymu byla métfena
na 384jamkovych destickach (Corning). Nejprve byly testované slouceniny
automaticky zfedény na Ctyfi cilové koncentrace, aby se vytvotily kifivky zavislé
na koncentraci. 49 ul reakéni smési (0,1 M pufr fosfore¢nanu draselného, 2,1 mM
EDTA, 2,1 mg-mlf1 BSA, 0,2mM DCIP, pH 7,4) s enzymovym substraitem
pii satura¢ni koncentraci (kone¢na koncentrace ve smési: 45 uM iP pro AtCKX2)
bylo naneseno na desticku, poté byl ptidan 1 ul testované slouceniny. Nakonec bylo
ke smési pridano 50 ul enzymu a desticka byla inkubovana ve ¢teCce (BioTek™
Synergy™ H4) pii 37 °C. Absorbance byla méfena kazdé 2 minuty po dobu
20 minut pfi 590 nm. Z linearni ¢asti (alespont 5 meéfeni) grafu byla vypoctena
smérnice klesajici koncentrace DCIP a normalizovana na maximalni rychlost
enzymu (reakéni smés se substratem, ale bez potencialniho inhibitoru). Hodnoty 1Csg
pro kazdou slouc¢eninu byly vypocteny pomoci vyhodnocovaciho skriptu v Pythonu.
Kazda sloucenina byla testovdna v duplikatech na stejné desticce a testy pro kazdou
slougeninu byly opakovany alespoii dvakrat.*®
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8 MULTIKROKOVA SYNTEZA PURINOVYCH
RIBONUKLEOSIDU

Alfou a omegou této disertaéni prace bylo pfipravit ucelenou sérii novych
6-substituovanych a 2,6-disubstituovanych purinovych ribonukleosidi obsahujicich
adamantanovy skelet za uc¢elem nasledného zkoumani jejich u€inki vici vybranym
bunéénym cilim.

Tyto dv€ zminéné skupiny nukleosidli mély vychazet z jednoduchych purinovych
derivatd za vzniku série latek s atomem vodiku v poloze C2 purinového kruhu a se
substituovanou aminoskupinou na stejném misté. Poloha C6 byla zvolena
pro obsazeni substituenty nesoucimi 1-adamantyl (Obrazek 21).

(0]

HN Ny N
k | > _R'"<«—— para, meta HoN——
N H \ HN F |

hypoxanthin

1N§iN\7 Y
nebo /I\ ’ >8

R72° N4 No
o 3 Y _2OH
/ °
LS ¥ on
HNT NN HO—"s R = H, NH,, NHR?
guanin Y =0, OH

Obrdazek 21: Obecna struktura pripravovanych nukleosidu.

Kazda vize na vytvofeni dosud nepopsanych latek, které by v budoucnu mohly
najit praktické vyuziti, je doprovazena myslenkou na to, aby syntetickd cesta byla
efektivni a ¢asové 1 finanén€ co mozna nejméné narocna.

Tvorba nukleosidii standardné ¢itd tfi zakladni kroky a mutze se ubirat dvéma
sméry. Nejcastéji vypada nasledovné: do polohy N9 purinové baze je zaveden zbytek
Z glykosylového donoru, jehoz hydroxylové skupiny byvaji zablokovany chranicimi
skupinami. Pred I po samotném navazani glykosylu na danou slouceninu, se fadi
ptipadné modifikace purinové baze, a ne vzdy nutné na zadvér dochazi k odstranéni
chranicich skupin z cukerné ¢asti a vzniku cilového nukleosidu.

K dosaZeni stanovenych cilt jsme zvolili sled reakci zvyraznénych na Obrazku 22
cervenou barvou. V ramci tohoto postupu jsou vybrané purinové bdze nejprve
substituovany v poloze C6 derivaty adamantanu, nasledné¢ glykosylovany
ochranénym monosacharidem, z n¢hoz jsou v dalS$im kroku chranici skupiny
odstranény, a celd syntéza je ukoncena druhou modifikaci purinové baze dalsi
substituci, tentokradt v poloze C2 purinového kruhu (tento krok se tyka pouze
2,6-disubstituovanych purinovych ribonukleosidi).
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GD = glykosylovy donor prekurzor nukleosidu

G = glykosyl
purlnova 1 modifikace (purinova purinova
baze na CG baze glykosylace baze

na N9
1. modifikace
. purinova na C6
baze
nukleosid punnova
baze \ /
glykoslzlllgace 2. modifikace L
na na C2

prekurzor nukle05|du

purinova / G deprotekce purlnova deprotekce
baze ' baze

prekurzor nukle05|du nukleosid

Obrazek 22: Obecné znazornéni pripravy a moznych modifikaci nukleosidii.

8.1 Priprava adamantylovych substituenti a dalSich vychozich
latek

8.1.1 Priprava aromatickych aminii na bazi adamantanu

Ve studiich nasi vyzkumné skupiny zabyvajicich se vyvojem novych slou¢enin
na bazi adamantanu se jiz nékolikrat objevila pied lety vyvinuta syntéza rizné
,,dlouhych® 1-adamantyl(alkyl/aryl)amini vychazejici z adamantan-1-karboxylové
kyseliny (Schéma 34).1"18187

Struktury téchto sloudenin, stejné¢ jako synteticka cesta vedouci k nim, byly
navrzeny mimo jiné na zakladé uvahy 0 jejich mozné orientaci v aktivnim misté
cyklin-dependentnich kinas (konkrétné heterodimerniho komplexu CDK2/cyklin E),
pro jejichz inhibici byly tyto ,stavebni bloky*“ syntetizovany a posléze
implementovany do polohy C6 purinového skeletu. Dalsi divody, pro néz jsou ¢asto
vyuzivany, byly blize komentovany v kapitole 4.2 této prace (str. 46).

Jelikoz z ptedchozich projekti realizovanych v naSi vyzkumné skupiné ztstalo
nevyuzito vétsi mnozstvi 1-adamantyl(fenyl)methanonu, byla ptiprava potiebnych
sloucenin zahdjena jeho nitraci, kterd je znazornéna na Schématu 34b.

Samotna elektrofilni aromaticka substituce vychoziho ketonu byla provedena
ovéfenym postupem za vzniku odpovidajicich ortho, meta a para regioisomerd
v priblizném poméru 1:1:1 (dle GC-MS). Pro oddéleni jednotlivych isomerti bylo
nutné provést ne¢kolikanasobnou sloupcovou chromatografii s tim, ze ortho derivat
jiz v dalSich syntézach nebyl vyuzit. Divodem byl ptfedpoklad vzniku sterického
branéni purinového skeletu uvazovanych sloucenin.

Nasledné¢ byly 1-adamantyl(nitrofenyl)ketony 1 (para) a 2 (meta) podrobeny
selektivni redukci vodikem (Schéma 34c) vznikajicim in situ z reakce praskového
pentakarbonylového Zeleza s kyselinou chlorovodikovou v methanolu (1:1, viv).
SlouCeniny 3 a 4 byly po piecisténi pomoci sloupcové chromatografie ziskany

82



ve vysokych vytéZcich a Cistot¢ vhodné pro jejich pouziti v dalSich reakcich.
Struktura slou¢enin 1-4 byla uréena pomoci béznych spektralnich metod (IR, NMR,
ESI-MS) s tim, Ze ziskana spektra byla srovnana se spektry téchto latek ptipravenych
v nasi vyzkumné skuping v predchazejicich letech. **°

Schéma 34
a) b)
2 LiCl, CuCl,
OH SOCIy, toluen, Ar MgBr AICI3 THF, Ar
60-65 °C O °C-rt, 1h
© (0]

(92 %)

HNOj, H2S0s, I_15 c 1h

ACzO
_NHz Fe HCI, MeOH —Noz
reflux 2h
3 para (85 %) 1 para (35 %)
4 meta (79 %) 2 meta (32 %)
ortho (33 %)

Na Obrazku 23 jsou zobrazena dvé 'H NMR spektra poskytujici srovnani meta
nitroketonu 2 a meta aminoketonu 4. Zatimco v *H NMR spektru slougeniny 2 nebyl
pozorovan singlet v oblasti 5,21 ppm, odpovidajici dvéma atomim vodiku
pochazejicim z primarni aminoskupiny umisténé v poloze meta aromatického kruhu,
ve spektru slou¢eniny 4 tento signal pfitomen byl. To, spolu s vyraznym posunem
vSech signalii H-atoma aromatického kruhu k vySSimu poli, indikuje uspesné
provedenou redukci nitroskupiny na skupinu aminovou.
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Obrazek 23: *H NMR spektra sloucenin 2 a 4.

8.1.2 Chlorace hypoxanthinu a guaninu

Ptestoze jsou chlorderivaty purinu, které jsme pro syntézu nami uvazovanych
latek pottebovali, komeréné dostupné, rozhodli jsme se vydat cestou jejich ptipravy
z dostupnych prekurzort, konkrétné hypoxanthinu a guaninu. Tyto se jevily jako
idealni vychozi slouc¢eniny pro obé zamysSlené série ribonukleosidi spliujici
pozadované podminky substituce polohy C2 purinového jadra — hypoxanthin
s atomem vodiku a guanin s primarni aminoskupinou.

Aby vsak byly ob¢ vySe zminéné vychozi slouCeniny pouzitelné i pro dalsi
syntetické kroky, bylo nejprve nutné provést nahrazeni oxoskupiny na C6
purinového skeletu za atom chloru. V piipad¢é hypoxanthinu tento krok necinil Zadny
vétsi problém. Po provedeni modelové chlorace hypoxanthinu (v mnozstvi 200 mg
vychozi latky) pomoci fosforyl chloridu v N,N-dimethylanilinu (DMA) byl ziskan
pozadovany 6-chlor-9H-purin (5) ve vytézku prevySujicim 80 %, stejné jako
v publikaci,’® zniz jsme postup prevzali. Vhodnost reakénich podminek byla
nasledné potvrzena také pti pouziti vétSitho mnozstvi vychozi latky (1,5 g), 1 kdyz byl
uvazovany produkt ziskan v o néco niz§im vytézku, a sice 76 % (Schéma 35).

Jedinou komplikaci celého procesu bylo, Ze pii neutralizaci reakéni smesi vodnym
roztokem hydroxidu amonného dochazelo k postupné tvorbé modrého zbarveni
zpisobeného vznikem krystalové violeti. Tu bylo vSak mozné z vodného podilu
odstranit extrakci do chloroformu, a to bez obav ze ztraty produktu, jelikoz
6-chlor-9H-purin je v chloroformu rozpustny jen velmi omezeng.
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Schéma 35

0 cl
HNT N\> POCl3, DMA N)IN\>
Ny 120°C,3h KN N
H H
5 (76-82 %)

Na Obrazku 24 je uvedeno ESI-MS spektrum prvniho fadu 6-chlor-9H-purinu (5)
ziskané v pozitivnim skenovacim modu, v némz byly pozorovany tfi vyznamné
signaly. Ton protonované molekuly ([M+H']") o m/z 155,1 je doprovazen jeho
sodnym [M+Na']" a draselnym [M+K']" aduktem. Dale dle vzhledu
izotopologického klastru vSech pozorovanych signali je zjevné, Ze je ve struktufe
slouceniny 5 skute¢né ptitomen jeden atom chloru (vzajemny pomér iontd lisicich se
0 2 m/z je v piiblizng 3:1, coz odpovida poméru izotopt *Cl a *'Cl).

M+HT
155.1
4 N
[(CCOMHHT
cl 155.1
NN
M= CD
N N
o | M+NaT [(CCHM+H'T
1771 157.1
MKT | e
193.1 N~

rrrrrgrrrrrprrrrryrrr o[ rrrr|rrrr[ 1T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Obradzek 24: ESI-MS spektrum prvniho radu 6-chlor-9H-purinu.

Pii aplikaci shodnych reakénich podminek pro chloraci guaninu se vsak, bohuzel,
podobny tuspéch nekonal. Prekdazkou se ukézala byt Spatnd rozpustnost guaninu
v béznych organickych rozpoustédlech, ptipadné tvorba nezddoucich produkti.

Byl-li jako rozpoustédlo, stejné¢ jako v pfipadé hypoxanthinu, pouzit
N,N-dimethylanilin, nebyl na tenkovrstvé chromatografii (TLC), pouzité
pro monitorovani pribéhu reakce, ani po 120 hodinach provadéni reakce pozorovan
zadny naznak ubytku vychoziho guaninu ¢i vzniku jakychkoliv novych latek
(Schéma 36).
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Schéma 36
o)

HN | N\> DMA, POCl;
H PR N 0-120°C,7h
NTSNTTN

Z tohoto duvodu byl N,N-dimethylanilin nahrazen N,N-dimethylformamidem
(DMF), piicemz jiz béhem 30 minut doSlo ke spotfebovani vychozi latky (Schéma
37). Po zpracovani reak¢ni smési v8ak bylo dle TLC zjevné, Ze v diskutované reakci
vzniklo vice slou€enin, znichZ bylo mozné UspéSné izolovat pouze jednu.
Na zakladé¢ analyzy vysledkli ziskanych pomoci hmotnostni spektrometrie
s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS) a 'H a *C NMR bylo navrzeno, Ze se jedna
0 slou¢eninu 6, nikoliv 0 pozadovany 2-amino-6-chlor-9H-purin.

Schéma 37
cl
HN DMF, POCI o NZN
I > . >
HzNJ\N H 0-120 °C, 30 min H/U\HJ\N ”
6 (59 %)

V hmotnostnim spektru prvniho tadu ziskaného pomoci ESI-MS byl pozorovan
jedenkrat nabity ion s hodnotou 198,2 m/z, coz neodpovida o¢ekavanému produktu,
jehoz exaktni hmotnost ¢ini 169,016 u. Vzhled molekulového klastru vSak naznacuje
uspésné navazani jednoho atomu chloru, jak je zjevné z ptiblizného poméru signali
198 m/z a 200 m/z 3:1, ktery je, jak uz bylo fe¢eno, pro izotopy *Cl (198 m/z) a *'Cl
(200 m/z) bézny.

V 'H NMR spektru vyizolované slougeniny (Obrazek 25) nebyl, oproti oéekavani,
pozorovan signal odpovidajici primarni aminoskupiné v poloze C2 vychoziho
guaninu. Naopak byl ve spektru detekovan signal v podobé dubletu s posunem
7,84 ppm nalezici atomu vodiku ze vzniklého formamidu ,,NHCHO®, stejn¢ jako
dalsi dublet o 11,20 ppm patiici atomu vodiku amidové skupiny ,,NHCHO* na C2
purinového kruhu. Na zdklad¢ téchto skutecnosti lze ptedpokladat, ze struktura
ptipravené latky skute¢né odpovida slouc¢eniné€ 6, nikoliv uvazovanému produktu.
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Obrdzek 25: *H NMR spektrum neocekdvaného produktu 6.

Vznik formamidového purinového derivatu je mozné vysvétlit Vilsmeierovou—
Haackovou reakei, ' ktera spo¢ivéa v piisobeni komplexu terciarniho amidu, v nagem
piipadé DMF, s velkym piebytkem fosforyl chloridu na purinovy derivat, jak je
naznaceno ve Schématu 38. Navrzeny mechanismus znazoruje jak jiz zminénou
substituci oxoskupiny v poloze 6 guaninu atomem chloru, tak navazani
chloriminiového kationtu, pochazejiciho pravé z reakce fosforyl chloridu a DMF,
na primarni aminoskupinu v poloze 2 vzniklého purinového chlorderivatu.
Po odstépeni chloridového iontu za vytvotreni dalSiho iminiového kationtu dochazi
K hydrolyze a ,,ztraté* dimethylaminu, coz vede ke vzniku slouceniny 6. Bez blizsiho
zkoumani vSak nelze s jistotou fici, v jakém potadi uvedeny sled reakci probiha.

Schéma 38
O@
0 ¢l POCI,
H3C\Nf‘)J\/H\+‘POCI3 —| Hee @
1 N H
CH,

o CHs
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HN N c N N HO O N
[y — ﬁ\>¥» (S — o ﬁ\>——2 ﬁ\>
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Tento nezdar vedl k aplikaci jinych, mirné modifikovanych, reakénich podminek.
Od ptedchoziho postupu se liSily vyrazné nizsi teplotou reakéni smési a pouzitim
smési rozpoustédel dichlormethanu a DMF v poméru 6:1 (v:v). PrestoZe CinSti autofi,
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kteii publikovali popisovanou metodu pro chloraci guaninu,** ziskali pozadovany
produkt s vytézkem 70 %, v naSem piipad¢ tomu tak nebylo. Vychozi guanin byl
za danych podminek béhem 11 h preménén na dalSi neo¢ekavanou slou€eninu, a to
na formamid 7, jak je uvedeno na Schématu 39. Prestoze bylo do reakéni smési
pfidano podstatné mensi mnozstvi DMF nez v ptredeslych ptipadech, doSlo opét
ke konverzi primarni aminoskupiny v poloze C2 na amid. Soucasn¢ vSak neprob¢&hla
chlorace polohy C6 jako tomu bylo u slouceniny 6, pravdépodobné z diivodu nizké
teploty a malého mnozstvi fosforyl chloridu, nicméné byl do této pozice navazan
uvolnény dimethylamin z DMF,

Schéma 39

HsC.-CHs
CH,Cl,, DMF, N
HN \ POCl5 O N7 \
P > 0a0°c11n J_ >
H,N” N H H”>N” N7 N
H H

7 (42 %)

Vzhled vSech signali v ESI-MS spektru (Obrazek 26) potvrdil, ze v ziskané
molekule neni ptfitomny zddny atom chloru. Dominantnimi signaly pozorovanymi
ve spektru prvniho fadu byly sodny adukt [M+Na']" (229 m/z) a protonovana
molekula [M+H']" (207 m/z). Tyto byly doprovazeny jedenkrat nabitym iontem
0 m/z 245, ktery byl uréen jako draselny adukt [M+K']". Ve spektru prvniho fadu
kladné nabitych ionti byly také pozorovany dva signaly s hodnotou m/z piiblizné
dvakrat vyssi. Jednim z nich byl protonovany dimer [2-M+H']" a druhym jeho sodny
adukt [2-M+Na']".

[M+Na'T
229.2
207.2
[M"'H‘]‘ H3C\N,CH3
NN
we 0T
O%HJ\N/ N
[M+KT  [2:M+HT'
2451 4132
[2:M+Na'T
435.2
R [ 1.

50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Obrazek 26: ESI-MS spektrum prvniho radu
neocekavaného produktu 7.

V alifatické oblasti 'H NMR spektra slougeniny 7 byly pozorovany dva singlety
(3,01 a 3,13 ppm) odpovidajici dvéma methylovym skupindm pochazejicim
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ze zbytku dimethylaminu odstépeného v prubéhu reakce z DMF, jimZ byla nasledné
substituovana oxoskupina v poloze C6 guaninu. Nutno podotknout, z¢ v *H NMR
spektru formamidu 6, tyto signaly pozorovany nebyly.

Dalsi pokus o ptipravu 2-amino-6-chlor-9H-purinu byl proveden dle postupu
uvedeného v evropském patentu.'® Za pouziti katalyzatoru fazového ptenosu,
konkrétn¢ tetrabutylamonium-fluoridu (TBAF) v acetonitrilu s Kkatalytickym
mnozstvim vody (Schéma 40a) vSak ke vzniku pozadované slouceniny nedoslo,
na TLC byla i po Sesti hodinach pozorovana pouze vychozi latka.

Stejné tomu bylo i Vv pfipadé, kdy jsme testovali pouziti samotného fosforyl
chloridu s vylou¢enim rozpoustédla i baze (Schéma 40b). I tento experiment skoncil
neuspéchem, kdy pomoci TLC nebyl pozorovan vznik zddného produktu.

Schéma 40
a) b)
(0] o]
N TBAF, POCl3, N
HN | \> MeCN/H,O POCI3 HN | \>
HZNJ\N N 60-70°C,6 h reflux, 5 h HzN)\N N

H

Jelikoz vSechny vysSe uvedené pokusy o pfevedeni guaninu na pozadovany chlor
derivat nebyly Gspésné, at’ uz z divodu vzniku nezddoucich produkti nebo proto, ze
k Zadné reakci nedochazelo, rozhodli jsme se zavést chranici skupinu na primarni
aminovou skupinu guaninu Vv poloze C2, ktera pii minulych pokusech podléhala
nezadoucim reakcim, a preventivné také na sekundarni aminoskupinu v poloze 9,
I kdyZ v jejim piipadé dosud k zadnym nezadoucim reakcim nedochazelo.

Jednim z nejbéznéjSich zpisobli chranéni aminii spoc¢ivda v prevedeni
na amid zavedenim acetylovych skupin. Pfestoze v puvodni studii, ** odkud jsme
podklady pro metodu ziskali, byly ochranény ob¢é aminoskupiny (tedy ty v polohach
C2 i N9), nami modifikovany guanin 8 vznikly po 12hodinové reakci s vrouci smési
kyseliny octové a jejiho anhydridu (Schéma 41) nesl acetyl pouze jeden, jak bylo
prokazano pti charakterizaci ziskaného produktu pomoci ESI-MS a NMR analyz.

Schéma 41

0 o)
HN | N\> Acs0, ACOH lﬂu\)i"g
HZNJ\N N 135°C, 12 h PN N
A
07 “CHs
8 (70 %)

Nicméné 1 pies tento ¢asteCny neuspéch bylo mozné ziskany produkt dale vyuZit,

jelikoz byla ochranéna primarni aminoskupina v poloze 2, ktera ochotné podléhala
nezadoucim vedlej$im reakcim ve vySe popisovanych reakcich.
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Nasledovaly tedy pokusy o pievedeni monoacetylovaného guaninu 8
na odpovidajici 6-chlorderivat. Vychozi guanin 8 Dbyl vystaven jak primarné
pouzitym podminkam, tedy ptisobeni vrouciho roztoku fosforyl chloridu v DMF, tak
podminkam modifikovanym za pouziti smési DCM:DMF (6:1, v:v) pii teploté 40 °C.
Ovsem ani v jednom z pokusii nebyly po 6 hodinach v reakéni smési pozorovany
jakékoliv zmény. Proto byla jesté vyzkouSena reakce ve dvoufiazové smési TBAF
a fosforyl chloridu, coz vsak rovnéz nevedlo k pozadovanému vysledku. VSechny
uvedené reakce jsou znazornény na Schématu 42.

Schéma 42

o POCI3, DMF o

N 120 °C, 6 h TBAF, POCl3, N
HN MeCN/H,0 HN

LAY TR TN S
< N POCI;, 60-70 °C, 6 h S N
'j\ N™§ CH,Cly DMF 'j\ N™§

07 CH, 0-40°C, 6 h 07 CH,

Po opakovanych selhanich vySe popsanych metod jsme se rozhodli syntézu
2,6-disubstituovanych nukleosidt provadét z vychoziho 2,6-dichlor-9H-purinu, ktery
byl jiz dfive zakoupen od spole¢nosti ApliChem. Oproti ptvodné zamysSlené
zékladni struktuie jedné piipravované série latek tak doSlo ke zméné, kdy namisto
aminové skupiny v poloze 2 purinového kruhu zde byl atom chloru s mozZnosti jeho
budouciho nahrazeni vhodnym substituentem.

8.2 Priprava purinovych derivati a jejich glykosylace

Glykosyla¢ni reakce, ptestoze jsou léty ovéfené a nesCetnékrat zopakované,
malokdy probihaji dle prvotniho ptfedpokladu. Jejich uskali byla diskutovana jiz
v kapitole 1 této prace (str. 10). Z tohoto divodu, jest¢ nez bylo pfistoupeno
k pfipravé zamysSlenych nukleosid, v jejichz struktufe se mél vyskytovat
adamantanovy motiv, byly vSechny zvolené reak¢éni podminky vychazejici
Z dostupné literatury nejen pro glykosylace, ale 1 pro nukleofilni aromatické
substituce purinového skeletu a dalsi reakce, nejdiive vyzkouseny s modelovym
substituentem, kterym byl anilin. Takto byly pfipraveny slouceniny 24 a 27 (Obrazek
27), které vpoloze C6 purinového kruhu nesou sekundarni aromaticky amin,
pochazejici z anilinu, a vpoloze C2 atom vodiku nebo atom chloru. DalSim
diavodem, pro¢ nebyla poloha C6 purinovych derivati rovnou obsazena
aromatickymi aminy s 1-adamantylem, byl fakt, ze jsou tyto latky pro optimalizaci
syntetické cesty pfili§ cenné. Byla-li pak aplikace reak¢nich podminek vedouci
k latkam 24 a 27 Gspés$na, nasledovalo jejich pouziti ipfi syntéze uvazovanych
sloucenin obsahujicich ve své molekule adamantanovy skelet.
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Obrazek 27: ,, Modelové “ nukleosidy nesouci sekundarni
aromaticky amin v poloze C6 purinového kruhu.

8.2.1 Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze C6

Nukleofilni aromaticka substituce atomu chloru v poloze C6 6-chlor-9H-purinu
(5) a 2,6-dichlor-9H-purinu byla provadéna pomoci nadbytku aromatického aminu
ve vroucim propan-2-0lu.® Zvolené reakéni podminky vychazi ze zkugenosti
nabytych vnas$i vyzkumné skupiné¢ v uplynulych letech, kdy se tyto jevi
pii provadéni tohoto typu reakce jako nejvhodné;si.

Jak je uvedeno vySe, pro ovéfeni vhodnosti reakénich podminek byly nejprve
provedeny syntézy s modelovym substituentem, jimz byl anilin (Schéma 43, reakce
l1a4). Vobou piipadech doslo béhem nékolika hodin k vysrazeni Zzlutého
krystalického prasku, ktery bylo mozné odfiltrovat za snizeného tlaku. Ziskané pevné
podily byly ndsledné¢ opakované promyty ledovym propan-2-olem (z davodu
odstranéni  nezreagovaného  anilinu) a  piekrystalizovany ve  smési
methanol/chloroform. Uvazované slouceniny 9a 12 byly ziskany ve vysokych
vytézcich a v dostatecné Cistote.

Schéma 43
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Struktura a Cistota sloucenin 9 a 12 byla ovéfena pomoci bézné pouzivanych
metod. Na Obrazku 28a je zobrazeno 'H NMR spektrum slouceniny 9, v némz lze
v oblasti 7,00-8,00 ppm pozorovat tii signaly nalezici atomtm vodiku z fenylového
zbytku. V oblasti 8,50-12,00 ppm se pak nachazi signaly odpovidajici tfem atomdm
vodiku z purinového kruhu. Nanes$tésti nebyl ve spektru za danych podminek
(DMSO-ds, 303 K) pozorovan atom vodiku v poloze N9, ktery by se mél vyskytovat
v oblasti 12,00-14,00 ppm. Tento signal nebyl pozorovan ani ve smési rozpoustédel
CDClI3:DMSO-dg v poméru 1:1. V samotném deuterovaném chloroformu pak méfeni
nebylo mozné provést, jelikoZ uvedena slouc¢enina neni v chloroformu rozpustna.

Obrazek 28b uvadi "H NMR spektrum slouéeniny 12. DileZitym poznatkem je
absence signalu odpovidajicimu atomu vodiku v poloze C2 (u slou¢eniny 9 se jedna
0 signal a s posunem 8,74 ppm), ktery byl v molekule latky 12 nahrazen atomem
chloru. V rozmezi hodnot 13,00-14,00 ppm je jisty naznak signalu, ktery by mohl
korespondovat s pritomnosti jednoho atomu vodiku v poloze N9. Ve spektru ale
tento ,,pik* oznacen neni, jelikoz se nedd povazovat za prikazny.
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Obrazek 28: *H NMR spektra modelovych purinovych derivatii 9 (nahoie) a 12 (dole).
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Stejnym zplsobem byly do polohy 6 obou vychozich purinovych derivath
zavedeny také 1-adamantyl(aminofenyl)ketony 3 a 4. Reakce 2, 3, 5 a 6 (Schéma 43)
probéhly rovnéz bez komplikaci a pozadované slouCeniny byly izolovany
ve vysokych vytézcich (90-96 %). Jedinym rozdilem oproti nukleofilni aromatické
substituci atomu chloru na C6 provadéné s modelovym substituentem a vychozim
2,6-dichlor-9H-purinem se nakonec ukazal byt delsi reakéni ¢as (14—24 h) nutny
pro syntézu sloucenin 13 a 14. Ptipravené slou€eniny byly, stejn¢ jako ve shora
uvedenych ptipadech, podrobeny charakterizaci pomoci spektralnich metod, jako je
IR, ESI-MS ¢i NMR.

Priklad "H NMR spektra je uveden na Obrazku 29. V alifatické &asti spektra
(1,50-2,50 ppm) lze pozorovat sadu multipleti nalezicich atomim vodiku
z adamantylového motivu. V pofadi dal$i par signali v podobé dvou dublett
S chemickym posunem 7,98 a 7,75 ppm poskytuji Ctyfi atomy vodiku z para
substituované¢ho fenylu a zbyvajici dva singlety pak odpovidaji atomim vodiku
purinového skeletu nachdzejicim se v polohach C°H (8,33 ppm) a C°NH
(10,46 ppm). Na tomto misté je tiecba zduraznit, ze ve spektru slouc¢enin 13 a 14 byl
rovndZ pozorovan singlet odpovidajici atomu vodiku N°H, kdy jeho chemicky posun
&inil 13,38 ppm, resp. 13,35 ppm. 'H NMR spektra sloudenin 10, 11 a 14 jsou
uvedena v Prilohach prace (Pfiloha 1a—c).
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Obrazek 29: "H NMR spektrum slouceniny 13.
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8.2.2 Redukce karbonylové skupiny u purinovych derivati s atomem
vodiku v poloze C2

Piiprava adamantylovanych substituenti uvedend na Schématu 34 (str. 83)
zahrnuje také provedeni redukce karbonylové skupiny, a to bud’ ihned na ziskanych
nitroderivatech, nebo az na nasledng pfipravenych aminoderivatech.'® Nicméns,
po zkuSenostech nabytych Davidem Gergelou vramci jeho diplomové prace®®
zabyvajici se rovnéz syntézou purinovych derivati s adamantylovym sketelem, kdy
béhem zavadéni ,para aminoalkoholu“ do polohy 6 u 6-chlor-9H-purinu
v propan-2-olu dochazelo na adamantylovém substituentu Kk nezadouci reakci
a ke vzniku propyloxyderivatu, bylo rozhodnuto, ze pofadi téchto dvou kroki bude
zménéno a redukce karbonylové skupiny bude provedena az po Gspé$né provedené
nukleofilni aromatické substituci purinovych derivatu v poloze C6.

Jelikoz tento typ reakce nebylo moZzné vyzkouSet na modelovych latkach, bylo
nejprve pristoupeno Kk redukci karbonylovych skupin purint 10 a 11. Obé vychozi
slouCeniny byly rozmichany v ethanolu a ke vzniklym naZloutlym suspenzim
ochlazenym na 0°C bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi tetrahydridoboritanu
sodného. Reakce nasledné probihaly za laboratorni teploty a jejich prubéh byl
monitorovan pomoci TLC (Schéma 44). V okamziku spottebovani vychozi latky
bylo pfistoupeno ke zpracovani reakénich smési, pfiCemz V obou piipadech byl
pozorovan vznik bezbarvé srazeniny, ktera byla odfiltrovana. Ziskané surové
produkty byly nadsledné precisStény sloupcovou chromatografii. Pozadované produkty
pak byly ziskany v izolovanych vytézcich 88 a 93 %.

Schéma 44
R’ _R?
HN HN
Na[BH,] (1,24 ekviv.)
’\t/ | N\> 4EtOH . NK)IN\>
X 0 °C-rt X
NT N NN
10, 11 15, 16
Vychozi 1 Reakéni 2 Vytézek
Reakce R Produkt R
sloucenina doba [h] [96]
% %
1 10 @\(@ 22 15 88
O OH

OH

2 11 @\(@g 24 16 Mf\ 93
O

Na Obrazku 30 jsou pro srovnani uvedena protonova NMR spektra vychozi
slouceniny 10 a pozadovaného produktu 15. Zdarné provedeni redukce je patrné
Z pritomnosti signalu oznaceného pismenem h (sloucenina 15) s chemickym
posunem 4,05 ppm odpovidajiciho atomu vodiku (CHOH) mezi adamantanem
a benzenovym jadrem. Ve spektru by mél byt jeSté signal poskytovany atomem
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vodiku z nove vzniklé hydroxylové skupiny (CHOH) s posunem ~5 ppm. Ten ovS§em
pozorovan nebyl. Pravdépodobné doSlo k jeho roz$ifeni béhem chemické vymény
s H,O. VSechny ostatni signdly byly, ve srovnani s vychozi latkou, mirn€ posunuty
K niz§im hodnotam chemického posunu.
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Obrizek 30: Porovndni *H NMR spekter sloucenin 10 a 15.

8.2.3 Glykosylace

Komercné dostupna 1-O-acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosa (dale v textu
oznacovana jako ,.chranénd ribosa*), zakoupend od spolec¢nosti Sigma Aldrich,
predstavuje finanéné dostupny monosacharidovy prekurzor, ktery je zvlasté uziteCny
pii stereochemicky kontrolovanych syntézach. Prostfednictvim glykosylace byl
2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosyl napojen na atom dusiku v poloze 9
predptipravenych  purinovych akceptori. Vzhledem Kk relativni  vzacnosti
pouzivanych adamantylovych reaktanti byly glykosyla¢ni podminky opét nejprve
testovany a optimalizovany na modelovych purinech 9 a 12.

Na zaklad¢ reserSe se jako vhodné jevilo katalyzovat glykosylacni reakce
Lewisovymi kyselinami (LK), konkrétné chloridem cini¢itym ¢&i trimethylsilyl-

triflitem (TMSOTY), jichZ byva vyuzivano nejhojngji.*%
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Optimalizace podminek glykosylacnich reakci

Na samotném pocatku jsme zjistovali, s jak velkym piebytkem monosacharidu
bude potieba do glykosylaci vstupovat. Reakéni podminky, jakoZz i molarni prebytek
chranéné ribosy (vztazené viaci vychozimu purinu), ktera byla vlozena
do glykosylace katalyzované chloridem cini¢itym, jsou uvedeny na Schématu 45.

Purin 9 byl za laboratorni teploty pod inertni dusikovou atmosférou ponechan
postupné reagovat s 1,5, 2,0 a 3,0 molarnim piebytkem ribosy do spotfebovani
vychozi latky, nebo do té doby, dokud na TLC dochézelo k jakymkoliv viditelnym
zménam. V piipad¢ pouziti chranéné ribosy v 1,5 molarnim nadbytku nedo$lo ani
po 28 hodinach ke spotfebovani veskerého vychoziho purinu (cca 50 % VL bylo
ziskano zpét béhem purifikace). 1 kdyZ bylo mozné v reakéni smési (pomoci TLC)
vedle dalSich péti latek o slabych intenzitdch pozorovat 1 jednu vyrazngjsi skvrnu
(jak se pozdéji ukazalo odpovidajici predpoklddanému produktu), nepodaftilo se tuto
latku Gspésné izolovat. Po navySeni pfebytku chranéné ribosy na dva ekvivalenty byl
jiz na TLC viditelny znatelnéjsi ubytek vychoziho purinu 9 (tentokrat nezreagovalo
ptiblizn¢ 30 % vychozi latky). Ze vzniklé smési latek jsme vSak ziskali jen 12 %
pozadovaného produktu 17. Vyrazné odlisny vysledek pak poskytla reakce
provedena se tfemi ekvivalenty chranéné ribosy. TLC indikovala spotfebovani
vychozi latky jiz po 7 hodinach. Nicméné po zpracovani (reakéni smés byla zifedéna
vodou, vodna vrstva ndsledné opakované extrahovana ethyl-acetatem) a po pfecisSténi
surového produktu sloupcovou chromatografii jsme ziskali pozadovany produkt
v celkovéem vytézku 13 %.

Tento nizky vytéZzek mohl byt dan bud’'to nevhodnym zpracovanim reakéni smési,
jez meéla vzhled mlééné suspenze vlivem piitomnosti chloridu cinicit¢ho (nebo
produktt jeho rozkladu vodou), coz zna¢né€ znesnadnovalo extrakci vodné faze, nebo
vznikajicimi necistotami V reak¢nich smésich, které vSak, vzhledem k nizkym
intenzitdm a tésnou blizkosti na TLC wvrstvach, nebylo mozné sloupcovou
chromatografii rozd¢lit a izolovat. Piedpokladame, ze by se mohlo jednat o derivaty
vychozi chranéné ribosy, kterd byla pusobenim aktivatoru zpfistupnéna dalSim
pfeménam, jako jsou cyklizacni reakce ¢i vlastni glykosylace.

Protoze ale posledni reakce probé&hla relativné rychle, vychozi purin byl
spotfebovan, na TLC vrstvach bylo viditelné nadéjné mnozstvi produktu, bylo
rozhodnuto dale pokracovat v optimalizaci tohoto kroku s trojndsobnym nadbytkem
glykosylového donoru.

Schéma 45
/@ /@ Chranéna Cas Vytézek
HN 500 HN ribosa [ekviv.]  [h] [9%06]
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Nasledn¢ tedy byla reakce purinového derivatu 9 s chloridem cini¢itym
a 3,0 molarnimi ekvivalenty chranéné ribosy provedena v jiném, pro tento typ reakci
Casto pouzivaném rozpoustédle, a sice v acetonitrilu (Schéma 46, reakce 1 a 2).
Zpracovani reakénich smési probihalo stejné jako ve shora uvedenych piipadech
a bylo doprovazeno obdobnymi obtizemi, v disledku ¢ehoz se nam nepodatilo ziskat
pozadovany produkt 17 ve vytézku vys$im nez 15 %. Tato skute¢nost nas vedla jesté
Kk otestovani V literatufe objevené alternativy v podobé 1M chloridu cini¢itého
v dichlormethanu v kombinaci s acetonitrilem®® (Schéma 46, reakce 3). Nanestésti
ani tato volba se neukézala jako spravnd, protoze produkt v reakéni smési nevznikl
ani po 53 hodinach.

Dalsi glykosylace purinu 9 stfemi ekvivalenty chranéné ribofuranosy byly
provedeny za katalyzy TMSOTT nejprve v dichlorethanu (Schéma 46, reakce 4), kdy
byl na TLC pozorovan postupny vznik produktu 17, ktery se vsak s prodluzujicim se
reakénim Casem témét ztracel v pfibyvajicim mnoZstvi vedlejSich latek a v prib&hu
Cisténi se jej nepodafilo vubec izolovat. Naopak pii glykosylaci s TMSOTf
v acetonitrilu vychozi derivat 9 ochotné zreagoval béhem 6 hodin a i piesto, Ze byla
reakce opét doprovazena vznikem vedlejsich produktd, se podafilo zadany produkt
17 ziskat v 54% vytézku (Schéma 46, reakce 5).

Ke glykosylaci druhé modelové slouCeniny 12 byla, na zakladé¢ vyse
komentovanych reakci, pouzita kombinace triflatu v acetonitrilu za laboratorni
teploty pod inertni atmosférou. Po 5 hodinach byl veskery vychozi purin spotfebovan
a po zpracovani reakéni smési a nasledné purifikaci pomoci sloupcové
chromatografie byla ziskana slouc¢enina 18 ve vytézku 51 % (Schéma 46, reakce 6).

Schéma 46
e 2
HN N
BzQ aktivator (2 ekviv.) N~ \
N7 | N\> . \GAOAC MeCNDCE | N>
)\ N rt, AF/N2 R N \OBZ
R N N v N\
H BzO 0Bz (0]
9 R=H (3 ekviv.) 0Bz 17R=H
12R=Cl BzO 18 R =Cl
Vychozi ., iy . Vytézek
Reakce Litka Aktivator Rozpoustédlo Cas [h] Produkt [%]
1 9 SnCl, DCE 27 17 13
2 9 SnCl, MeCN 8 17 15
3 9 1M SnCl4/DCM MeCN 53 - -
4 9 TMSOTTf DCE 44 . -
5 9 TMSOTTf MeCN 6 17 54
6 12 TMSOTTf MeCN 5 18 51
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Jak je patrné z vysledkti uvedenych v tabulce u Schématu 46, glykosyla¢ni reakce
provedené v dichlorethanu nevedly k zadanému cili (reakce 4), ptipadné poskytovaly
pozadovany produkt ve velmi nizkém vytézku (reakce 2). Po bliz§im prostudovani
literatury byl vyzkouSen a pro budouci pouziti upfednostnén pravé acetonitril.
Dichlorethan totiz podporuje spiSe vznik 1,2-cis glykosidi (a-anomert), zatimco
polarn¢j$i acetonitril je vhodnéj$i pro piipravé nami preferovanych 1,2-trans
glykosidi (B-anomer®l). Ptionéch reakcich totiz Insitu vytvofeny acyloxoniovy
kation zaujima vyhradné¢ axidlni orientaci umoziujici stereoselektivni formaci
ekvatoridlng substituovaného glykosidu. Tento postup pak zajist'uje ziskani 1,2-trans
nukleosidii s dostate¢nou stereoselektivitou i u takovych glykosylovych donord,
které nesou neucastnici se substituent.’

Po precisténi surovych smési se nepodafilo vyizolovat, vyjma pozadovaného
produktu nebo nezreagované vychozi chranéné ribosy a VL, Zadnou z vedlejSich
latek vznikajicich v prib&hu reakce, proto ndm jejich struktura zlistdvd nezndma.
Tento fakt byl dan tim, Zze podle TLC piedstavovaly vedlejsi produkty fadu v praxi
nedélitelnych smési.

Struktura slouceniny 17 byla potvrzena na zakladé vysledkt ziskanych pomoci
béznych spektralnich metod (IR, MS a NMR). Na tomto misté se jako vhodné jevi
podotknout, Ze se rovné€z podafilo vypéstovat monokrystal slouc¢eniny 17, diky
némuz bylo mozné s jistotou potvrdit, vedle vysledki z2D NMR analyz, ze
stereochemie slouceniny odpovida skute¢né [-anomeru, jak je zietelné z ORTEP
diagramu na Obrazku 31.
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Obrazek 31: ORTEP diagram slouceniny 17.

Informace potvrzujici strukturu chranéného nukleosidu 17 nam pak podalo
i '"H NMR spektrum uvedené na Obrazku 32. Stejnd jako u purinovych derivati
9-16, odpovidaji i u nukleosid obvykle signaly s nejvyssimi hodnotami chemického
posunu atomim vodiku z purinového skeletu. V ptipadé latek s atomem vodiku
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v poloze C2 se jedna o tfi singlety v pofadi C°NH (c), C®H (b) a C*H (a). V oblasti
od 7,00 do 8,00 ppm nasleduje méné pichlednd oblast multipletovych signalt (f)
pochézejicich z benzoylovych chranicich skupin na ribose (Obrazek 32, zoom).
V této oblasti se rovnéZz nachazeji signaly tfi fenylovych atomt vodiku (d, e a f).
Zbyvajici Cast spektra (4,50—6,70 ppm) patii protoniim z pentosového kruhu vlastni
ribosy, po jednom atomu vodiku odpovidajicim C'H (a’), C*'H (b*), C*H (¢’), C*H
(d°) a dva atomy vodiku pro C*'H, (e’).
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Obrazek 32: *H NMR spektrum modelové slouceniny 17.

Glykosylace vedené pres silylované meziprodukty

Vedle jednokrokovych glykosylaci s Lewisovymi kyselinami jsou populdrni
rovnez glykosylace vedené pies silylované baze, které jsou v literature vyzdvihovany
zejména ze tii divodd: i) jednoduse se pfipravuji, ii) ochotné reaguji s cukry
vV homogennich roztocich diky zvySujici se rozpustnosti a vétsi nukleofilité a iii)
poskytuji meziprodukty, které lze snadno prevést na modifikované baze.””" Oviem
maji nevyhodu spocivajici v tom, ze vyzaduji praci za striktné¢ bezvodych podminek.
Zpocatku byvaly také tyto reakce katalyzovany LK, casem vsak byly LK nahrazeny
silylestery silnych kyselin, jako je mimo jiné i TMSOTF.?%

Nami provadéna dvoukrokova glykosylace se silylovym meziproduktem je
uvedena na Schématu 47.2'° Bezprostfedng pred samotnou glykosylaci byl
v acetonitrilu vygenerovan persilylovany meziprodukt ze slouceniny 9 za pouziti
silylaéniho ¢inidla bis(trimethylsilyl)acetamidu (BSA). V acetonitrilu za béznych
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podminek nerozpustna vychozi latka wvytvofila naZzloutlou suspenzi, ktera se
po pridani BSA témét ihned rozpustila. Dalo by se predpokladat, ze pravé rozpusténi
suspenze znaéi uspéSnou silylaci, ale protoze se silylované latky v kontaktu se
vzduSnou vlhkosti okamzité rozkladaji, nebylo moZzné tuto hypotézu spolehlivé
oveiit. Nechali jsme tedy reakci probihat 2 hodiny pii 50 °C a teprve poté bylo
do reakéni smési pomoci injekéni stiikacky pres septum piidano ekvimolarni
mnozstvi chranéné ribofuranosy a TMSOTTf. Pribéh reakce byl od této chvile
sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie, ptfiCemz reakce byla ukoncena
po 19 hodinach, kdy na TLC nebyla viditelna vychozi latka (Schéma 47, reakce 1).

Schéma 47
bl (@ 3B:|ﬁ,.v) (H3C)sSi /O BzQ TMSOTY. )i BZO“B?\ /@
N7 MeCN Ac __MeCN _ Z
)\ \> 50- 75C °C, N> * \Q‘ 75°C, Ar )\ * :i
R N Anz2seh )\ B0 OBz 0Bz 0Bz
9 R=H SI(CH3)3 (1 ekviv.) )}j )’j
12R=Cl L _ 0Bz 0Bz
BzO BzO
17R=H 19
18 R=Cl
Vych. BSA Silylace Ribosa Vytézek
Reakce . ” ) Cas [h] Produkt
latka [ekviv.] Teplota [°C] Cas[h] [ekviv.] [h] [%0]
1 9 2,0 50 2 1,0 19 17119 18119
2 9 2,0 75 6 1,0 17 17119 31|12
3 9 2,0 75 6 2,0 24 17119 17|54
4 9 3,0 75 6 2,0 3 17119 20|50
5 12 2,0 75 6 1,0 7 18 97

Po zpracovani a pieCisténi surové reakéni smési byla uvazovand slouCenina 17
ziskana v relativné nizkém vytézku 18 %. Paraleln¢ s tim byla, ve vytézku 19 %,
izolovana sloucenina, jejiz struktura ndm byla po urcitou dobu nezndma. Na zéklad¢
NMR a MS analyz bylo navrzeno, ze se jednd o latku 19, jez je substituovana dvéma
cukernymi zbytky, jednim v poloze 9 purinového skeletu a druhym velmi
pravdépodobné na atomu dusiku v poloze C6 purinového kruhu.

Tento predpoklad byl naslednd potvrzen po bliz§im prozkoumani ‘H NMR spektra
této slouceniny (Obrazek 33), z n¢hoz je jasné¢ patrnd absence signalu pro atom
vodiku v poloze C°NH (~10,00 ppm). Naopak piebyvaji atomy vodiku jednoho
péti¢lenného monosacharidového kruhu v rozmezi od 4,50 do 7,30 ppm (oznaceny
a”’—e”) a rovnéz je viditelnd dvojnasobna, co do integralni intenzity, sada signald
nalezici atomiim vodiku z benzoylovych skupin pfitomnych na obou ribosach
(7,30-8,00 ppm, ).
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Obrazek 33: *H NMR spektrum neocekavaného koproduktu 19.

Ve Schématu 47 jsou uvedeny vysledky experimentl, které byly provedeny
s cilem zvysit vytézek poZadovaného produktu 17. Oproti prvnimu pokusu byla
zvySena teplota az k bodu varu acetonitrilu a doba silylace (1. krok) prodlouzena
na 6 hodin. Na zaklad¢ ptredpokladu, ze vychozi purin 9 bude po uvedené dobé jiz
dostate¢né silylovan, bylo pfiddno opét po jednom ekvivalentu ribosy a triflatu.
Po 17 hodinach, kdy byla reakce ukoncena, izolovany vytézek slouCeniny 17
skute¢né vzrostl, a to na 31 %. Vzniklé mnozstvi slou¢eniny 19 pokleslo a ¢inilo jen
12 % (Schéma 47, reakce 2). Piesto nebyl vysledek tohoto experimentu uspokojivy,
aby mohly byt uvedené reakéni podminky pouzity pro piipravu dalsich nukleosida.

Z toho divodu jsme pristoupili k otestovani nasledujicich dvou modifikaci.
V ptipadé reakce oznacené ve Schématu 47 Cislem 3 byl ve druhém kroku vlozen
dvojnasobny molarni piebytek ribofuranosy. I kdyz jsme pocitali s tim, ze vedlejsi
produkt bude vznikat ve vétsi mife, predpokladali jsme vsak, ze rychleji bude vznikat
pozadovanad slouc¢enina 17 a k substituci na atomu dusiku v poloze 6 dojde az
po obsazeni polohy 9. Tento piedpoklad se ovSem nepotvrdil. Latka 19 byla
izolovana ve vytézku 54 %, zatimco vytézek slouceniny 17 ¢inil pouhych 17 %.
Ke zlepseni nevedla ani druhd zminénd modifikace, a sice pouziti silylaéniho ¢inidla
BSA v tiimolarnim pfebytku. Kone¢ny vysledek této reakce (Schéma 47, reakce 4)
se takika shodoval s pfedchazejicim pokusem. Silylace vychozich latek je tudiz
dostatecna a ptidavek silylacniho ¢inidla vytéZzek neovlivnil.
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Pro srovnani jsme touto metodou provedli 1 glykosylaci purinu 12 za reakénich
podminek uvedenych ve Schématu 47, reakce 2. Sloucenina 18 byla uspésné
vyizolovdana po sedmihodinové glykosylaci persilylovaného purinu v ptekvapivé
vysokém vytézku 97 %. Dle TLC doSlo k Gplnému zreagovani vychoziho purinu,
jakoZ 1 do reakce vstupujici chranéné ribofuranosy, a to bez prokazatelné¢ho vzniku
vedlejSich produktii.

Pro lepsi ptehlednost a snadnéj$i orientaci je na Schématu 48 uvedeno srovnani
nejslibnéji se jevicich glykosylaci pro pfipravu budoucich adamantylovanych
nukleosidl. Pro glykosylaci slou€enin s atomem vodiku v poloze 2 purinového
skeletu (dale oznafovana jako ,,H-fada*) byla vybrana jednokrokova Hilbertova—
Johnsonova glykosylace, zatimco pro ptipravu nukleosidt s atomem chloru v poloze
2 (,,Cl-fada*) se jako vhodngjsi jevila dvoukrokova Vorbriiggenova glykosylace se
silylovanymi meziprodukty.

Schéma 48
/@ metoda A: /@
HN TMSOTf (2 ekviv.), HN _ .
BzO GD (3 ekviv.), MeCN 17 R = HC_metoda A: 54 :/o
N7 | N\> . \@AOAC it, Ar - N7 | N\> metoda B: 31 %
R)\N N / metoda B: R)\N N
H BzO OBz  '-BSA(2ekviv), MeCN OBz 18 R=Cl metoda A: 51 %
2. TMSOTTf (1 ekviv.), : .97 0
. . e} metoda B: 97 %
9 R=H glykosylovy donor GD (1 ekviv.), MeCN .,
12 R=Cl (GD) 75 °C, Ar ‘OBz
BzO

Glykosylace purinit substituovanych 1-adamantylem — ,, H-iada“

Slouceniny 10 a 11 byly pak uspésné glykosylovany pomoci jednokrokové
Hilbertovy—Johnsonovy metody (Schéma 49), tzn. za pouziti TMSOTf jako
aktivatoru a 3,0 ekviv. chranéné ribofuranosy v acetonitrilu za laboratorni teploty
pod argonovou ochrannou atmosférou. V piipadé syntézy slouCeniny 20 doslo
ke spotiebovani vychozi latky jiz po 3 hodinach a pozadovany produkt se podafilo
uspésné vyizolovat v 73% vytézku. Chranény nukleosid 21 vznikal jednou tak
dlouho, reakce byla ukoncena az po 6 hodinach s koneénym vytézkem 59 %. Obé
slou¢eniny byly charakterizovany obvyklymi spektrdlnimi metodami a ziskany
v Cistoté vhodné pro jejich pouziti v dal§ich uvazovanych reakcich.

Schéma 49
R _R
HN HN
BzO
N7 | N\> . \GAOAC TMSOTf, MeCN _ N7 | N\>
k\ rt, Ar K
N N S N N
H BzO OBz OBz
10, 11,15, 16 o
I//OBZ
BzO
20, 21
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Vychozi Reak¢ni
R Produkt  Vytézek [%
sloucenina doba [h] yeczek [o]

‘—??/
1 10 @YO 3 20 73
2 11 @\(@g 6 21 59

Reakce

Stejné reakéni podminky byly aplikovany 1 pro glykosylaci latek 15 a 16 (Schéma
49, reakce 3 a 4), k pfipravé uvazovanych slou¢enin ovSem nevedly. Dle TLC doslo
po 8 hodinach téméf ke kompletnimu zreagovani vychozich slouc¢enin, z obou reakci
vSak byly obdrzeny velmi komplikované a nepurifikovatelné smési latek.
Pravdépodobné diky ptfitomnosti dal§iho reaktivniho centra v podobé hydroxylové
skupiny mezi benzenovym jadrem a l-adamantylem dochazelo k nezadoucim
reakcim ve veétSi mife, neZ jsme puvodné predpokladali. Z tohoto ddavodu bylo
upusténo od dalSich experimentli, aby nedochdzelo k plytvani vychozimi latkami,
a redukce byla opétovné posunuta a naplanovana az po odstranéni chranicich skupin
Z cukerné Casti.

Na Obrazku 34 je znazornéno "H NMR spektrum slougeniny 20, v némZ je mozné
pozorovat analogické signaly jako u chranéného nukleosidu 17, a to zleva tfi signaly
pochézejici z purinového kruhu (a—c), dale pak multiplety z benzoylovych skupin
(f?) v kombinaci s atomy vodiku z para substituovaného benzenového kruhu (e, d),
které jsou nasledovany protony z glykosylového zbytku (a’—e’). Navic jsou vSak
v alifatické oblasti spektra, v oblasti 1,71-2,01 ppm, viditelné tii signaly pochazejici
z atomti vodiku adamantanového skeletu.
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Obrizek 34: *H NMR spektrum chrdnéného adamantylovaného nukleosidu 20.

Glykosylace purinit substituovanych 1-adamantylem —,, Cl-fada*“

Glykosylace purinovych derivata 13 a 14 byla provedena Vorbriigenovou
dvoukrokovou metodou, a to se stejné dobrymi vysledky, jako tomu bylo u modelové
slouceniny 12. Nutno podotknout, Ze podminky provadéni reakce bylo zapotiebi
nepatrné modifikovat. Byl-1i pouzit shodny postup jako v pfipadé syntézy slouceniny
12, (2,0 ekviv. BSA v 1. kroku; 1,0 ekviv. chranéného cukru a 1,0 ekviv. triflatu
ve 2. kroku), bylo na TLC zjevné spotiebovani veskeré ribofuranosy, zatimco
vychozi puriny byly stale jesté, 1 kdyz v nevelkém mnoZzstvi, Vreakéni smeési
ptitomny. Proto jsme do dalSich reakci mirn¢ navysili piebytek chranéné
ribofuranosy na 1,1 ekvivalentu (Schéma 50). Ob¢ vychozi slouc¢eniny pak zcela
zreagovaly a reakéni smési obsahovaly vedle samotnych produktli jen velmi malé
mnozstvi necistot, které se daly bez vétSich obtizi odstranit pomoci sloupcové
chromatografie. 1zolované vytézky chranénych nukleosida 22 a 23 pak Cinily 89 %

a 81 %.

105



Schéma 50
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CI” NT CI” N \ NI
si-CHs BzO 0Bz (\\OBZ
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- - 0Bz
BzO
22,23
Vychozi Reakéni Y vx
yeno: R Produkt  Vytézek [%]
slouéenina doba [h]
‘?7/
13 2 22 89
0
14 Wf\ 4 23 81
(6]

V 'H NMR spektru slou¢enina 23 (Obrazek 35) lze pozorovat v podstats totozné
posuny, jako tomu bylo v piipadd 'H NMR spektra sloudeniny 20 (Obrazek 34).
Jedinym  signifikantnim  rozdilem je absence singletu s chemickym
posunem 8,37 ppm, ktery nalezi atomu vodiku v poloze 2 purinového skeletu.
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Obrazek 35: *H NMR spektrum chrdnéného adamantylovaného nukleosidu 23.
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8.3 Odchranéni prekurzort nukleosidi

Posledni krok nutny k ziskani uvazovanych nukleosidi spocival v odstranéni
benzoylovych chranicich skupin z ribofuranosovych hydroxylovych skupin dosud
pfipravenych prekurzort. Ze spousty V literatufe popsanych metod slouZicich
k odchranéni byl vybran nenaro¢ny a efektivni postup vyuzivajici ac¢inku methoxidu
sodného 57191.203

Benzoylové chranici skupiny byly nejprve odstranény z prekurzori ,,modelovych*
nukleosida 17 a 18, a to ptusobenim 1M methoxidu sodného v methanolu, pies noc,
za laboratorni teploty (Schéma 51, reakce 1 a 4). Po ukonceni reakci bylo z reakénich
smési za vakua odpafeno rozpousStédlo a ziskané surové produkty byly nasledné
docistény pomoci sloupcové chromatografie. Nukleosidy 24 a 27 byly ziskany
ve vysokych vytézcich 77 % a 95 %. Odchranéni zbyvajicich nukleosidt 20, 21, 22
a 23, obsahujicich ve své molekule adamantanovy motiv, probéhlo rovnéz bez
problémi, kdy uvazované slouceniny byly ziskany ve vybornych vytézcich
pohybujicich se v rozmezi 87-94 % (Schéma 51, reakce 2, 3, 5 a 6).

Schéma 51
_R? _R?
HN HN
N7 | N\> MeO N, MeOH _ N)IN\>
RJ\N N rt, 14-18 h R1/KN N
OBz WOH
o o
0Bz “/OH
BzO HO
17, 18, 20-23 2429
Vychozi Reakéni
Reakce o oA R R? Y Produkt Vytezek [%]
sloucenina doba [h]
1 17 H @2 17 24 77

‘?7/
2 20 H W 18 25 92
3 21 H W;& 17 26 94

4 18 cl @Lg 14 27 95

‘?7/
5 22 cl W 16 28 90
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Struktura pfipravenych sloucenin, a tedy i GspéSnost realizovanych deprotekci
chranénych nukleosidli, byla nejprve vyhodnocena na ziklad¢ vysledkl ziskanych
pomoci NMR. Srovnani protonovych spekter vychozi latky a ziskaného produktu je
vice nez vymluvné. Na Obrazku 36 je jako ptiklad znazornéno porovnani
protonovych NMR spekter vychozi latky 22 a ziskaného produktu 28. V 'H NMR
spektru slouCeniny 22 je mozné pozorovat sadu signdli patficich atomim
vodiku benzoylovych skupin (f), které ovsem v oblasti 7,30 az 8,50 ppm ve spektru
latky 28 chybi a zlstavaji pouze dva dublety odpovidajici ¢tyfem atomim vodiku
na benzenovém kruhu. V tomtéz spektru navic ptibyly tfi dublety (£, g’, h’)
pochézejici z odchranénych hydroxylovych skupin na ribose.
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Obrazek 36: Porovndni 'H NMR spekter vychozi slouceniny 22 a produktu 28
PO odchraneni glykosylové casti.

8.4 Redukce karbonylové skupiny sloucenin 25, 26, 28 a 29

Z dtivodt popsanych v kapitole 8.2.3 (str. 104) byla redukce karbonylové skupiny
zafazena az témét nakonec celé syntetické cesty a tykala se jiz hotovych
odchranénych nukleosidt 25, 26, 28 a 29, které¢ jsme chtéli pievést na odpovidajici
alkoholy.'®

Karbonylova skupina byla u téchto slou¢enin zredukovana stejnym zplisobem jako
Vv ptipad¢ purinovych derivati 10 a 11, kdy byly piipraveny latky 15 a 16 (kap. 8.2.2,
str. 95), a sice tetrahydridoboritanem sodnym, jenz byl do suspenze dané vychozi
latky v ethanolu ptidan pfi 0 °C. Samotna reakce probihala po vytemperovani
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reak¢ni smési na laboratorni teplotu pfiblizné 24 hodin a vytézky vSech izolovanych
produktd, po precisténi surovych smési sloupcovou chromatografii, se pohybovaly
v rozmezi 80-90 % (Schéma 52, reakce 1-4).

Schéma 52
_R? .R®
HN HN
Na[BH4] (1,24 ekviv.),
N” | N\> 4EtOH - N” | N\>
RJ\N N 0 °C—rt R1J\N
LOH OH
o] o}
“/OH “/OH
HO HO
25, 26, 28, 29 30-33
Vychozi 1 ’ Reak¢ni 3 Cexy 1 o
Reakce slouenina R R doba [h] Produkt R Vytézek [%o]
=3 =3

1 25 H @\(@ 25 30 w 82

© OH
2 26 H @Y@ﬁ 24 31 @\(@5{ 90

O OH

=3 =

3 28 Cl W 24 32 @\(@ 86

(0] OH
4 29 Cl @Y@ﬁ 23 33 @\(Oﬁ 80

O OH

Uspésnou preménu karbonylové skupiny a pfitomnost novych signalii znazoriiuje
Obrazek 37 zachycujici protonova spektra nukleosidi 26 a 31 ziskana pomoci NMR.
Cervené $ipky zvyraziiuji ve spektru sloudeniny 31 diskutované dva nové vzniklé
piky odpovidajici dvéma atomim vodiku, z nichz jeden nalezi hydroxylové skupiné
a druhy atomu uhliku mezi benzenovym kruhem a 1-adamantylem.
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Obrazek 37: Porovndni 'H NMR spekter vychozi slouceniny 26 a produktu 31.

V ESI-MS spektru prvniho fadu ziskaném V pozitivnim skenovacim moédu byl
pozorovan dominantni signal, jehoz hodnota m/z 508 odpovidala protonované
molekule pozadovaného nukleosidu 31. Tento ion byl doprovazen dal§imi dvéma
jedenkrat nabitymi ionty, které byly uréeny jako sodny [M+Na']" a draselny
[M+K']" adukt.

[M+HT
508.3
HN
NS N\ OH
M= "\)NIN> [M+Na']’
g ~OH 530.3
wod " M+K]'
546.2
1

L L L L L DL L L L DL DL
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Obrazek 38: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 31.
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8.5 Nukleofilni aromaticka substituce atomu Cl v poloze C2

V zavéreCném kroku mély byt ptipraveny 2,6-diaminonukleosidy zavedenim
zbytku z 3-aminopropan-1-olu do polohy C2 purinového kruhu dosud stale obsazené
atomem chloru u nukleosidd 27-29, 32 a 33. | vtomto pfipadé¢ byly reakéni
podminky nejprve otestovany, a sice na nukleosidu 27.

Uz po 2 hodinach v osmimolarnim piebytku 3-aminopropan-1-olu pii teploté
160 °C a pod ochrannou argonovou atmosférou indikovala TLC spotfebovani
vychoziho nukleosidu (Schéma 53). Po zpracovani reakéni smési jejim ziedénim
chloroformem se stopovym mnoZstvim methanolu a nékolikerym promytim
destilovanou vodou za uc¢elem odstranéni nezreagovaného 3-aminopropan-1-olu,
bylo po odpateni organického rozpoustédla a precisténi sloupcovou chromatografii
uspésné izolovano 86 % pozadovaného produktu, jehoz struktura byla potvrzena
pomoci obvyklych spektralnich metod (IR, ESI-MS, NMR).

Schéma 53

ne e

3-aminopropan-1-ol
/’1/ | N\> (8 ekviv.) . )N\/ | N\>

Cl \N N 160 °C, Ar, 2 h HO™ "N \N N
~OH H (OH

(0] (@]
“OH “OH

HO HO
27 34 86 %

Na Obrazku 39 je zobrazeno hmotnostni spektrum prvniho fadu pfipravené
slouceniny 34 ziskané pomoci ESI-MS. Ve spektru prvniho fadu je mozné pozorovat
dominantni signal jedenkrat nabity iontu 0 m/z 417 odpovidajici protonované
molekule ([M+H']"), ktery je doprovizen sodnym aduktem [M+Na']" (m/z 439).
Po izolaci a nésledné fragmentaci (za podminek kolizn¢ indukované disociace) iontu
m/z 417 byl pozorovan vznik jediného produktového iontu o m/z 285. Z uvedeného je
patrné, ze v prubéhu fragmentace doslo k rozstépeni vazby N9—C1’ az toho
plynouci neutrdlni ztraté o hodnoté m/z 132 napovidajici odstépeni deprotonované
ribosy.
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Obrazek 39: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 34 (nahore);
MS/MS spektrum izolovaného iontu 0 hodnotée miz 417 (dole).

Reak¢ni postup byl nasledné aplikovan i na nukleosidy 32 a 33, které mezi
benzenovym jadrem a l-adamantylem nesly hydroxylovou skupinu. Stejné jako
v piedeslém piipad¢ doslo, dle TLC, ke spotfebovani vychozich latek jiz po 60
minutich (Schéma 54). Po zpracovani obou reakénich smési a odpateni chloroformu
vSak byla ziskand mnozstvi surovych produktli velmi nizka, z ¢ehoz jsme usoudili, ze
latky by mohly inadale zistavat ve vodném podilu. Obé vodné faze byly proto
okyseleny n¢kolika kapkami koncentrované kyseliny chlorovodikové a znovu
extrahovadny chloroformem. Zatimco slouceninu 36 se podafilo ziskat
Vv izolovaném vytézku 87 %, u slouceniny 35 jsme tak uspésni nebyli, a to i presto, Ze
byla provedena opakovana extrakce vodnych podili pomoci ethyl-acetdtu, coby
polarn¢jsiho rozpoustédla. Konecny vytézek slouceniny 35 tak ¢inil pouhych 25 %.
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Schéma 54
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Na Obrazku 40 je znazornéno ESI-MS spektrum prvniho fadu slouc¢eniny 36, kde
je viditelny opét jedenkrat nabity ion o m/z 581 odpovidajici protonované molekule,
ktery je doprovazeny signalem o 22 m/z vétsim, odpovidajicim jeho sodnému aduktu.
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Obrazek 40: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 36.

V ptipadé¢ zbyvajicich dvou nukleosidi 28 a 29 obsahujicich ve své struktuie
1-adamantyl(fenyl)keton neprob&hly substituce zcela dle ocekavani (Schéma 55).
Prestoze v jejich prubéhu byly na TLC viditelné jen mizejici vychozi latky a
vznikajici produkty, po zpracovani se ukazalo, ze surové produkty obsahuji celkem
dvé latky o vyrazné riznych intenzitich a s velmi podobnymi retencnimi faktory.
Vzhledem k tomu, ze obou latek bylo na poc¢atku reakci velmi malé mnozstvi, nebylo
jejich d€leni na sloupcové chromatografii vibec jednoduché, presto se
po nekolikatém zopakovani podatilo z kazdé smési izolovat po jednom produktu.

Pavodni studie®® se zminuje, ze u podobnych sloucenin dochdzelo pii1 tomto typu
reakci ke vzniku nezadoucich latek, pravdépodobné imint, které se ale nepodafilo
izolovat a patficné charakterizovat. Diky jejich navrzenému mechanismu
a naslednému vlastnimu ovéteni struktur obdrZzenych sloucenin pomoci NMR byla
hypotéza o vzniku imintl v obou reakcich pteci jen podpotena (‘H NMR spektra
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potvrdila pritomnost dvou uhlovodikovych fetézct se 6 atomy vodikti a dvou novych
protonti z hydroxylovych skupin) a dvé ziskané slouc¢eniny byly identifikovany jako
iminy 37 a 38.

Schéma 55
N> on
R =W | HNM
R S : 28 R = para )N\/ | N\>
HN HO N“N oH
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HO = melta H()/\/\N N N

Ze ale nejde 0 nutné konednou podobu latek, ndm odhalil vysledek z hmotnostni
spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). Ve spektru prvniho fadu
nukleosidu 38 (Obrazek 41) byl v pozitivnim skenovacim moédu pozorovany
dominantni signal o m/z 579, ktery vSak neodpovidal hmotnosti obdrzeného iminu.
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Obrazek 41: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 38.

Po kratké uvaze jsme dosli k zavéru, Ze se jednalo o protonovany molekulovy ion
pivodné pozadované slouceniny (Obrazek 42), jejiz exaktni hmotnost Cini
578,285 u. Pravdépodobné¢ béhem piipravy vzorkt latek 37 a 38 pro potieby
ESI-MS analyzy doslo vlivem jejich rozpousténi a fedéni ve smési MeOH:H,0 (1:1,
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v:v) K hydrolyze iminové skupiny zpét na oxoskupinu. Tento pfedpoklad vSak nebylo
v naSich silach experimentalné ovéfit, a to z divodu nedostatecného mnozZstvi
potfebnych sloucenin. Ve spektru je rovnéz viditelny signal o m/z 601 odpovidajici
sodnému aduktu pivodné poZzadovaného nukleosidu.

_R
HN
N
T >
HO/\/\N \N N R = ‘ /_g
H ‘\\OH
o (@]
’//OH para
HO meta

Obrazek 42: Ocekavané produkty z reakce uvedené na Schématu 535.
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9 STUDIUM TVORBY HOSTITEL-HOST KOMPLEXU
PRIPRAVENYCH SLOUCENIN S B-CD

V navaznosti na vysledky nedavno publikované nasi vyzkumnou skupinou™' byla
u pripravenych nukleosidi cilen¢ studovana jejich schopnost vytvaret
supramolekularni komplexy s B-cyklodextrinem (B-CD). Podnétem pro tento pocin
bylo zlepSeni  farmakokinetickych ~a  farmakodynamickych  vlastnosti
komplexovanych slou¢enin pro jejich snadnéjsi pohyb v biologickém prostiedi. Jak
bude dale teceno, cyklodextriny (CDs) se k tomuto ucelu vyuzivaji zcela bézné.
JelikoZz v této praci vSak dosud nebyly cyklodextriny jako takové blize popsany,
na nasledujicich fadcich je shrnuta jejich zékladni charakteristika.

CDs jsou ve vodé rozpustné neredukujici makrocyklické oligosacharidy slozené
z glukosovych jednotek spojenych o-(1—4)glykosidovou vazbou. Molekuly
cyklodextrini maji hydrofilni vnéj$i povrch (hydroxylové skupiny sméfuji ven
ze struktury CD) a hydrofobni charakter uvnitt kavity, kde jsou umistény atomy
vodiku a kysliku. CDs jsou vyhledavané pro jejich schopnost pojmout do své kavity,
zcela nebo jen cCaste¢né, Siroké spektrum molekul, 1é¢iva nevyjimaje. Tvorba
inkluzniho komplexu typu 1é¢ivo@pB-CD pak mize mit pozitivni vliv na rozpustnost
1é¢iva ve vodném prostiedi a/nebo na jeho farmakologické vlastnosti.?*®?"’

Zakladnimi zastupci z rodiny cyklodextrinti jsou a-, - a y-CDs (Obrazek 43),
sestavajici ze Sesti az osmi glukosovych jednotek. Jednotlivé homology se lisi
velikosti jejich kavity a tudiZ i schopnosti véazat riizng objemné hostujici molekuly.?”’

187

Obrazek 43: Celkovy vzhled a slozeni cyklodextrinii: @) samostatnad glukosova
podjednotka; b) celkovy tvar; c) tvar a chemicka struktura o-, - a 7/—CD.208

Ze zakladnich derivatd CDs je pro svou dostupnost, nizkou cenu a geometrické
parametry pro tvorbu supramolekularnich komplexi pravdépodobné nejvice
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vyhledavan B-cyklodextrin, ptipadné jeho derivaty s modifikovanymi OH skupinami.
Nejcastéji se pouziva jako hostitelskd molekula ve farmaceutickém a potravinaiském
pramyslu.’® A pravé adamantanové derivaty tvoii s B-CD velmi silné inkluzni
komplexy s hodnotami asociatnich konstant (K,) az 10° M1 *° protoze
adamantanovy zbytek skvéle zapada do kavity B-CD, vniz je pak (mimo jiné
interakce jako hydrofobni efekt, pfipadn¢ H-miustky) vazan silnym piispévkem
disperznich sil.*****?

Pro demonstraci schopnosti pfipravenych slou€enin tvofit inkluzni komplexy
s B-CD byl zvolen nukleosid 32. Na Obrazku 44 jsou uvedena dvé ‘H NMR spektra,
méfena ve smési DMSO-dg:D,0 (2:1, viv) pii 303 K, 400 MHz, a to samotné
slouc¢eniny 32 (linie A) a po pridavku pfiblizn¢ 1,2 molarniho ekvivalentu B-CD
(linie B). Pritomnost predpokladaného komplexu nukleosidu 32 s 3-CD naznacuje
vyrazna zména chemického posunu, kterd je patrna zeyména u signalii nalezicich
atomidm vodiku z adamantanové klece (j, |, K). VSechny tyto signaly zménily polohu
smérem k vy$§im hodnotdm chemického posunu, coz je typické pro adamantanovy
skelet (i jiné klecové uhlovodiky) nachazejici se uvnité dutiny B-CD. Pfitomnost
B-CD také ovliviiuje chemicky posun aromatickych signalii benzenového jadra
a signalu skupiny CHOH spojujici adamantanovou klec s benzenovym jadrem.
Signal g se posunul k vys$sim a signaly h a i Kk niz§im hodnotdm chemického posunu.
Naproti tomu chemické posuny signall purinu a ribosy nebyly ptidanim 3-CD nijak
ovlivnény, cozZ rovnéZ naznaCuje vznik supramolekularniho komplexu
s adamantanovym substituentem v kavité $-CD.
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Obrazek 44: *H NMR spektrum slouceniny 32 (A) a komplexu 32 s S-CD (B), spektrum B
bylo ziskano za vyuziti presaturace signalu HDO.
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Hypotézu, Ze se adamantan nachdzi uvnitt kavity B-CD, miZe podpofit
I vysledek HH-ROESY experimentu, ktery dokaze identifikovat prostorové blizka
jadra do vzdalenosti priblizné 6A. Ve vyiezu 2D NMR spektra (Obrazek 45) lze
pozorovat intermolekularni interakce mezi atomy vodiku ze skupin CH
adamantanového skeletu (signal K) a vnitfnimi atomy vodiku z 3-CD, H(3/5/6), které
ovSem nejsou ve spektru rozliSeny (vyznaceno v Obrazku 45 Cervenou barvou). Dale
pak je ve spektru viditelna korelace fenylového atomu vodiku g rovnéz s H(3/5/6)
B-CD. Signaly vnitinich H-atomi kavity B-CD, H(3/5/6), ovSem piekryvaji dva
dublety dublett (dd) nalezejici f atomdm ribosy. Ptipadnd zadména
intermolekularnich kontaktti s protony B-CD s intramolekularnimi kontakty s atomy
vodiku na ribose je ale velmi nepravdépodobnd. Dle modelu slouceniny 32
optimalizovaného pomoci MM2 (molekulova mechanika 2) ¢ini vzdalenost mezi
atomy f a k minimdlné 10 A. Navic tvar cross-signdlu neodpovida
charakteristickému tvaru pro dva dd, jak je mozné srovnat s intramolekularnim
cross-signalem mezi atomy ribosy f a e (ve spektru vyzna¢eno modrou barvou).
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Obrazek 45: Vyrez ROESY spektra smeési latky 32 s f-CD. Meéreno v DMSO-ds:D,0 (2:1,
v.v) pri 303 K, 400 MHz s pouzitim presaturace signalu HDO.
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Krom¢ nukledrni magnetické rezonance (provadéné v roztoku) byla schopnost
nukleosidii 24-33 vytvafet supramolekularni komplexy s B-CD ovéiena takeé
vV plynné fazi, konkrétné za pouziti hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou
ionizaci. Analyzovany byly ekvimolarni smési ptislusného purinu a B-CD, kdy
roztoky byly pfipravovany bezprosttedné pred realizaci samotné analyzy. Cilem bylo
zjistit, zda ptislusné hostitel-host komplexy vznikaji a pokud ano, jaka je jejich
stechiometrie. V piipad¢ tvorby komplext pak byla ovétena jejich stabilita, coz bylo
realizovdno pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie za podminek kolizné
indukované disociace. Jednotlivé smési byly analyzovany jak v pozitivnim, tak
V negativnim skenovacim modu.

Ve spektrech prvniho fadu ziskanych v kladném skenovacim modu byly
pozorovany tfi ,,série® iontdl. lonty pochézejici z molekuly hosta, ionty pochazejici
z molekuly hostitele a ionty, jejichZz hodnota m/z odpovidala tvorbé komplexu typu
hostitel-host. Hostujici molekula byla zastoupena celkem C¢tyfmi ionty, jejichz
hodnota m/z odpovidala protonované molekule ([M+H']"), sodnému ([M+Na']")
a draselnému ([M+K']") aduktu. Tyto ionty byly doprovézeny jedenkrat nabitym
signalem, jehoz hodnota m/z byla pfiblizn¢ dvakrat vyssi, a ktery byl urCen jako
sodny adukt dimeru molekuly hosta ([2-M+Na']"). Ionty pochdzejici z hostitelské
molekuly mély hodnotu m/z 1157 a 1173 a byly identifikovany jako sodny a draselny
adukt B-CD. Poslednim pozorovanym ve spektru byl jedenkrat nabity ion, jehoz
hodnota m/z odpovidala sodnému aduktu komplexu tvofené¢ho jednou molekulou
hosta a jednou molekulou hostitele ([M@B-CD+Na']"). BohuZel se v Zadném
Z analyzovanych vzorkli nepodatilo uspésné provést izolaci a ndslednou fragmentaci
tohoto iontu a neni tak mozné detailnéji diskutovat o jeho chovani v plynné fazi.

V piipadé zaporné ionizace byly opét pozorovany tii ,,série signali, které stejné
jako ve vySe uvedeném piipad¢ pochazely z molekuly hosta, hostitele a komplexu.
Molekula hosta byla zastoupena tfemi jedenkrat nabitymi ionty, které byly uréeny
jako deprotonovany ion molekuly nukleosidu 32 ([M-H']), chloridovy adukt
molekuly ([M+CI]") adeprotonovany ion hosta postradajici cukernou jednotku
(IM—H"-CsHgO4]). Struktura tohoto iontu byla navrzena pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) iontu odpovidajiciho deprotonované molekule,
béhem niz tento ion vznikal. MiiZeme tedy fici, Ze se jednad o produkt fragmentace
V iontovém zdroji, coz neni v piipadé mekkych ionizacnich technik (mezi néz se ESI
pocitd) dé&j uplné obvykly. Hostitelskd molekula byla zastoupena dvéma ionty,
jedenkrat nabitym iontem o m/z 1133 ([B-CD-H']") a dvakrat nabitym iontem o m/z
566 odpovidajicim molekule B-CD bez dvou atomii vodiku ([B-CD-2-H'T%).
Poslednim pozorovanym byl ion, jehoz hodnota m/z odpovidala deprotonovanému
komplexu daného purinu a B-CD ([M@B-CD-H]).

[ustrativni ESI-MS spektra smési nukleosidu 32 s p-CD jsou znazornéna
na Obrazku 46.
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Obrdazek 46: ESI-MS spektra prvniho radu ekvimolarni smési slouceniny
32 a [-CD ziskana v pozitivnim a negativnim skenovacim modu.
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10 STUDIUM BIOLOGICKE AKTIVITY PURINOVYCH
NUKLEOSIDU

Biologicka aktivita pfipravenych latek byla testovana ve spolupraci s Katedrou
experimentalni biologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
pod vedenim doc. RNDr. Vladimira KrysStofa, Ph.D. Konkrétné¢ byly zkoumdny
purinové ribonukleosidy 24-33 (Obrazek 47). Testovani bylo provedeno ve dvou
urovnich. Jednak byl studovan antiproliferacni ucinek sloucenin proti dvéma typim
lidského hematologického nadorového onemocnéni, a to vici chronické myeloidni
leukémii (K562) a akutni myeloidni leukémii (MV4;11). Nasledné bylo provedeno
| testovani na rostlinnych systémech — schopnost inhibice enzymu cytokinin
oxidasy/dehydrogenasy (CKX). Biologicka odezva byla zjistovana jak u samotnych
nukleosidu, tak u jejich ekvimolarnich smési s 3-CD.

10.1 Cytotoxicita

Vysledky testovani antiproliferaéni aktivity jsou shrnuty v Tabulce 3 v hodnotach
ICs0, kdy pii této koncentraci dochazi k 50% inhibici rstu nebo aktivity nadorovych
bunék. Implementaci cukerného zbytku do polohy 9 purinového skeletu nesouciho
1-adamantylované substituenty se skutecné, v souladu s naSim predpokladem,
zlepsSila do jisté miry rozpustnost ptipravenych nukleosidii v poldrnim prostiedi.
Na druhou stranu komplexace testovanych latek s 3-CD jejich biologicky tcinek
nijak vyrazné neovlivnila.

V piipad¢ antiproliferac¢ni aktivity viici nddorové linii K562 nebyla zjiSténa zadna
odezva usloucenin 24-27, 29-31 a 33. Jista cytotoxicita, jejiz hodnoty se
pohybovaly tésné pod hranici maximalni testovné koncentrace, byla potvrzena pouze
uslouCenin 28 a 32, ob¢ spara adamantylovym substituentem v poloze C6
a atomem chloru v poloze C2. Vysledky testovani proti druhému biologickému cili,
MV4;11, byly o néco pozitivnéjsi. Nejvyraznéjsi antiproliferani uinek, 12,3 uM,
byl prokazan u nukleosidu 32, jenz ma v poloze C6 para adamantylovy substituent
s karbonylovou skupinou mezi adamantylem a benzenovym kruhem a v poloze C2
atom chloru. Druhou nejvy$$i hodnotu vykazoval pravé nukleosid 28,
s hydroxylovou skupinou mezi benzenovym jadrem a adamantylem na substituentu
v C6 a atomem chloru v poloze C2, a sice 16,6 uM. Dale proti této linii aktivné
ucinkovaly také slouc¢eniny 26 a 29-31.
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Obrazek 47: Obecna struktura testovanych sloucenin.
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Tabulka 3: Antiproliferacni aktivita nukleosidd 24-33 proti vybranym
nadorovym liniim vyjadiend v ICx.

Slouéenina R R! 'Cs0 [uM]
K562 MV4;11
24 H ©‘7; >25 >25
B-CD-24 >25 >25
25 W%’ >25 >25
B-CD-25 : I >25 >25
26 y @\‘/@ﬁ >25 21,8+5,6
B-CD-26 I >25 24,6+ 0,7
27 cl ©‘7; >25 >25
B-CD-27 >25 >25
28 W%’ 21,4+23 16,6 + 7,6
B-CD-28 cl I 22,7+32 21,2+5,4
29 ol @\(@g\ >25 23,8+1,7
B-CD-29 I >25 241413
30 M‘? >25 20,0 £ 7,1
B-CD-30 3 5 >25 24,4+ 0,9
31 ’ @Y@ﬁ >25 18,8+ 8.8
B-CD-31 g >25 25,0+ 0,0
32 MZ/ 23,4+ 0,4 12,3+3,9
B-CD-32 cl g 24,4 +0,8 18,5+7.8
33 >25 >25
B-CD-33 & >25 >25

Pozn.: zkratky pouzitych bunéénych linii K562 — chronicka myeloidni leukemie, MV4;11 — akutni myeloidni
leukemie; >25 =25 uM — nejvyssi pouzitd koncentrace

Ziskané hodnoty jsou bohuzel mnohem vyS$§i nez u ,aromatickych*
cytokininovych ribosidl, U nichz byla rovnéz testovana antiproliferacni aktivita vici
nadorovym liniim zptsobujicim onemocnéni krvetvroby.™ Zejména vedle
nejucingjsich ribosylovych forem cytokininti o-topolinu (0TR) a N6-benzyladeninu
(BAR), je rozdil celkem markantni (Obrazek 48). Hodnota ICsy 0TR proti bunkam
K562 ¢ini 2,40 uM, u BAR je o néco vyssi, 5,90 uM. Prestoze ptimo vici nadorové
linii MV4;11 tyto slouceniny testovany nebyly, vykazuji velmi vyraznou aktivitu
vici bunkam promyelocytarni leukemie (HL60) s ICso do 1 uM (Tabulka 2, str. 40).

S trochou nadsazky by se dalo fici, ze Ve srovnani s dosud pfipravenymi
adamantanem substituovanymi purinovymi nukleosidy, které jsou popsané v kapitole
4.2 této prace (str. 45), jsou nase vysledky cytotoxicity prinejmensim zajimavéjsi
a jen potvrzuji, ze ndmi piipravené latky urcité nejsou bez potencialu.
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10.2 Inhibice enzymu CKX

U jednotlivych nukleosidii byla rovnéz testovana jejich interakce s kliCovym
enzymem katabolismu cytokinind, a to s cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX),
konkrétng pak s genem AtCKX2, kodujicim jednu z isoforem Arabidopsis thaliana .
Jednd se o skupinu enzymu, ktera katalyzuje nevratnou degradaci cytokinind
V jediném enzymatickém kroku oxidativnim §tépenim postranniho fetézce za i¢elem

udrZeni homeostazy cytokininti v organismul.
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Obrdzek 48: Cytokininové ribosidy S antiproliferacni aktivitou.

Tabulka 4: Inhibi¢ni aktivita nukleosidi 24-33 proti CKX vyjadiena v ICs,
dopInéna o rychlost odezvy enzymu pii riznych koncentracich.

Maximalni rychlost enzymu [%0]

Sloufenina R R ICso [uM]
100 pM 10 uM 1uM 0,1 uM
24 y @zf 4,41-10°  71,85+5,91 82,58+6,33 86,19+8,23 88.59+6,59
B-CD-24 3,51-10° 72,33+4,65 85,73+7,04 90,36+5,39 91,55+7,03
25 ’ W‘%’ 1,34-10°  98,99+8.75 84,39+7,74 85,97+7,72 88,95+8.27
B-CD-25 I 9,68:10° 93,44+598 91,1446,01 90,11+6,45 91,84+5.43
26 y @\(@f 6,77-10° 93,43+6,72 83,57+8,80 86,18+5,96 87,81+9,24
B-CD-26 ! ©4,61-10* 87,11+5,87 90,47+6,75 90,74+5,21 86,62+4,49
27 - @zf 1,96:10> 56,91+5,65 85,39+6,76 91,28+6,16 92,86+9,13
B-CD-27 2,01-10° 57,43+4,40 85,22+5,97 92,93+4.49 91,34+5,77
28 I W%’ 8,58:10* 93,50+10,76 87,77+8,20 87,81+9,87 86,69+6,16
B-CD-28 I 7,21-10°  92,50+6,66 86,84+6,10 92,12+9.74 92,42+6,33
29 - @\(@f 5,01-10° 89,44+6,60 86,59+8.42 85,88+6,78 86,41+7,79
B-CD-29 ! " 6,66-10* 90,22+6,91 91,14+5,41 90,09+4,71 89,12+10,05
30 y w‘%’ 4,02:10* 87,89+13,04 85,32+6,81 87,72+7,37 87,12+6,70
B-CD-30 g, 4,37-10* 87,22+9,78 89,79+4,85 90,65+4,99 88,97+4,81

husenicek rolni

123



Maximalni rychlost enzymu [%]

Sloucenina R R? ICso [uM]
100 pM 10 uM 1puM 0,1 uM

. £ @\(O_a 1,62:10° 97,83+7,19 90,21:6,84 87,39+8,16 89,85+6,15
B-CD-31 S 1,89-10°  82,40+9,11 92,87+4,79 91,41+4,39 93,69+7,17
32 @Y@?’ 3,7610° 87,20+7,49 85,82+7,79 87,56+5,67 88,06+5,93
pcozz & 4,48-10° 87,1144,66 91,70+7,60 89,52+5,26 90,50+4,38
5 Cl @\(@g 1,02:10° 95,09:8,58 87,69+6,49 87,10+5,89 89,21+5,92
p-CD-33 on 4,11-10° 87,37+5,89 94,61+5,98 93,30+5,36 92,84+6,63
Incyde-F - 642102 1,0:671 9,8748.01 39,7149.77 84,0249.89
B-CD-Incyde-F --- 518107 0,334,74 8,14+568 36,72+8,33 79,58+9,42

Testovani vici enzymu AtCKX2 bohuzel neodhalilo Zadné nové skutecné ucinné
inhibitory (Tabulka 4). V porovnani se standardem Incyde-F (Obrazek 49), jehoz
ICsp ¢ini 0,06 uM (resp. 0,05 uM v komplexu s B-CD), je aktivita nasich testovanych
purinovych nukleosidi velmi nizka. Jako nejaktivnéjsi se ukazala modelova
sloucenina 27 substituovanid v poloze C6 fenylovym zbytkem a atomem chloru
v poloze C2 s hodnotou I1Csq = 196 uM, coz odpovida o tii fady niz§imu ucinku, nez
je pravé ucinek zminéného standardu. Z adamantylovanych nukleosidt pak vykazuje
nejvy$si ucinnost sloucenina 31 v komplexu s B-CD, 189-10*> uM. V ngkolika
ptipadech mélo fedéni latek s cyklodextrinem na jejich testovanou aktivitu pozitivni
vliv a u¢inek posilovalo.

Po srovnani s daty v dostupné literatuie Cinil druhy nejsilnéj$i inhibi¢ni G¢inek
vici CKX jesté analog standardu, rovnéz na Obrazku 49, a to 1,9 uM, ktery v poloze

C2 purinového skeletu obsahuje atom chloru. >
O/CH3 O/CH3
i "NH @NH
N7 N NZ NN
> [

Obrdazek 49: Inhibitory enzymu CKX.

Vysledky provedenych testl véetné srovnani s literaturou potvrzuji predpoklad, ze
cytokininové glykosidy, Kk nimz maji nase slouceniny celkem blizko, Vv rostlinnych
organismech opravdu funguji piedevS§im jako ,neaktivni transportni formy
a skutecna aktivita se projevi az po odbourani glykosylového zbytku. Naproti tomu
v zivo¢isnych systémech byla prokazana jejich efektivita v podob¢ antiproliferaéniho
ucinku a coby agonistli adenosinového receptoru. 153157
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ZAVER

Cilem ptedlozené disertani prace bylo pfipravit sérii novych 6-substituovanych
a 2,6-disubstituovanych purinovych ribonukleosidli a provést jejich biologicky
screening.

Navrzena multikrokova syntéza, ktera byla Gspé$né vyzkousena a optimalizovana
béhem piipravy ,,modelovych® nukleosidi 24 a 27, se ukézala byt efektivni, u¢inna
a dobie reprodukovatelna. Byly piedpfipraveny zakladni komponenty v podobé
substituentl pro obsazeni polohy C6 (sada 1-adamantyl(fenyl)amin) a vychozi latka
pro fadu nukleosidii satomem vodiku vpoloze C2 purinového kruhu
(6-chlor-9H-purin). Po n¢kolika neuspésnych pokusech o syntézu guaninu, uréeného
coby vychozi slouc¢enina pro druhou fadu nukleosidd s primarni aminoskupinou
vpoloze C2 purinu, byl pouzit 2,6-dichlor-9H-purin jiz dfive zakoupeny
Z komer¢nich zdrojl. Po substituci atomu chloru v poloze C6 obou vychozich purinti
pfipravenymi primarnimi aminy byla dalSim krokem glykosylace ziskanych
purinovych derivatl, tedy implementace chranéného ribofuranosylu do polohy N9
purinového kruhu. Glykosylace byla provedena dvéma zplisoby v zavislosti
na obsazenosti polohy C2: pro ,,fadu H* byla zvolena jednokrokova Hilbertova—
Johnsonova glykosylace a pro.,fadu CI“ Vorbriiggenova glykosylace se
silylovanymi meziprodukty. Posledni krok k hotovym nukleosidim spocival
V odstranéni chranicich skupin z cukerného zbytku. Tato synteticka cesta byla pak
doplnéna dal$imi modifikacemi purinové ¢asti zahrnujicimi redukci karbonylové
skupiny u sloucenin 25, 26, 28 a 29 a nukleofilni substituci atomu chloru
3-aminopropan-1-olem v poloze C2 u nukleosidi 27-29, 32 a 33. Struktura vSech
ziskanych sloucenin byla navrzena na zaklad¢ vysledki ziskanych pomoci béznych
spektralnich metod.

Piipravené adamantylové nukleosidy byly pouzity pro tvorbu inkluznich
komplext s B-cyklodextrinem (B-CD) jakozto hostitelskou molekulou za ucelem
zlepsit jejich rozpustnost v polarnim prostiedi a prostudovat vliv pfitomnosti
makrocyklu na biologickou aktivitu. Biologicka aktivita tak byla zkoumana nejen
u samotnych pfipravenych sloucenin 24-33, ale také u jejich komplext s 3-CD. Byl
zjistovan ucinek sloucenin proti dvéma typim lidského nadorového onemocnéni,
asice vuci chronické myeloidni leukémii (K562) a akutni myeloidni leukémii
(MV4;11). Nejsiln€jsi cytotoxicitu o hodnoté 12,3 uM prokazal nukleosid 28 proti
buitkam MV4;11. Latka 28 spolecné se slouceninou 32 projevily odezvu vii¢i obéma
nadorovym liniim. Ob&é maji zavedeny para adamantylovy substituent S 0X0- nebo
hydroxylovou skupinou mezi adamantylem a benzenovym kruhem Vv poloze C6 a oba
obsahuji v poloze C2 atom chloru. Naproti tomu slouceniny 24, 25, 27 a 33
neucinkovaly ani na jeden z testovanych cilti. Nutno zddraznit, ze mezi nimi byly
oba modelové nukleosidy s fenylem v poloze C6 purinového kruhu. Naopak tomu
bylo u testll na inhibici enzymu CKX, v nichz se jako neju¢innéjsi projevil praveé
modelovy nukleosid 27 s atomem chloru v poloze C2 purinového kruhu.
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Zbyvajici ptipravené nukleosidy 34—38 testim na biologickou aktivitu podrobeny
nebyly, jelikoZ se nezdafilo pfipravit je v mnoZstvi nezbytném pro realizaci
strukturni analyzy i1 pro testovani biologickych ucinkt. V budoucnu by bylo zadouci
piipravit tyto latky jiz optimalizovanou a ovéfenou cestou v dostateCcném mnozstvi.
Jsme presvédCeni, ze pritomnost zbytku 3-aminopropan-1-olu v poloze C2
purinového kruhu skyta velky potencial jak pro zlepSeni rozpustnosti, tak pro zesileni
kone¢ného biologického efektu.

Z obecného hlediska byla rozSifena ftada biologicky aktivnich nukleosidi
nesoucich 1-adamantyl popsanych v kapitole 4.2. Prestoze vzajemné srovnani jejich
biologickych ucink nelze objektivné provést, je ziejmé, ze na§ predpoklad
0 nutnosti dodrzZet jistou vzdalenost adamantanového skeletu od purinového jadra
neni zcela nespravny. Kdyby byla rozpustnost nami ptipravenych sloucenin
ve vodném prostiedi jeSté o néco lepsi, je mozZné, Ze se biologické aktivita prokadze
I U dal$ich z testovanych nukleosidi.
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AM OBRAZKU

Obecné znazornéni stereoisomerie glykosidii.

Vybrané glykosylové donory pouzivané od 2. pol. 20. stoleti.
Struktura adenosinu (nukleosid) a adenosinmonofosfatu (nukleotid).
Nejbeznéjsi reakce provadené na adenosinu.

Mozné tautomery purinu.

Interkonverze adenosindifosfatu (ADP) na adenosintrifosfat (ATP) a zpét.
Deoxyribonukleosidova antileukemika.

Arabinosylova cytostatika.

Chemoterapeutika v klinickych testech.

Purinové inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy.
Nukleosidova antivirotika.

Acyklické nukleosidy.

Agonisté adenosinového receptoru.

Vybrana prirodni nukleosidova antibiotika.

Isoprenoidni (a) a ,,aromatické* cytokininy (b).

., Aromaticke “ cytokininové ribosidy.

Strukturni vzorec gazeru.

Strukturni vzorec machilaminosidu B.

Derivaty adamantanu uvedené na farmaceutickém trhu.

Dosud pripravené adamantylované purinové nukleosidy.

Obecna struktura pripravovanych nukleosidii.

Obecné znazorneni pripravy a moznych modifikaci nukleosidii.

'H NMR spektra sloucenin 2 a 4.

ESI-MS spektrum prvniho radu 6-chlor-9H-purinu.

YH NMR spektrum neocekdvaného produktu 6.

ESI-MS spektrum prvniho rdadu neocekavaného produktu 7.

., Modelové* nukleosidy nesouci sekunddrni aromaticky amin v poloze C6
kruhu.

YH NMR spektra modelovych purinovych derivitii 9 (nahorie) a 12 (dole).
'H NMR spektrum slouceniny 13.

Porovndni *H NMR spekter sloucenin 10 a 15.

ORTEP diagram slouceniny 17.

'H NMR spektrum modelové slouceniny 17.

'H NMR spektrum neocekdvaného koproduktu 19.

'H NMR spektrum chrdnéného adamantylovaného nukleosidu 20.
YH NMR spektrum chranéného adamantylovaného nukleosidu 23.
Porovndni *H NMR spekter vychozi slouceniny 22 a produktu 28

PO odchraneni glykosylové casti.

Obrazek 37
Obrazek 38

: Porovndni "H NMR spekter vychozi slouceniny 26 a produktu 31.
: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 31.
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Obrazek 39: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 34 (nahore); MS/MS spektrum
izolovaného iontu o hodnoté m/z 417 (dole).

Obrazek 40: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 36.

Obrazek 41: ESI-MS spektrum prvniho radu slouceniny 38.

Obrazek 42: Ocekavané produkty z reakce uvedené na Schématu 55.

Obrdzek 43: Celkovy vzhled a slozeni cyklodextrinii: a) samostatna glukosova podjednotka;
b) celkovy tvar; C) tvar a chemicka struktura a-, - a »-CD.

Obrazek 44: *H NMR spektrum slouceniny 32 (A) a komplexu 32 s S-CD (B), ve spkektru B
byla pouzita presaturace signdalu HDO.

Obrazek 45: Vyrez spektra ROESY komplexu 32 s S-CD. Méreno v DMSO-dg:D,0 (2:1,
v:v) pri 303 K, 400 MHz s pouZitim presaturace signalu HDO.

Obrdazek 46: ESI-MS spektra prvniho 7adu ekvimoldarni smési slouceniny 32 a [-CD ziskand
V pozitivnim a negativnim skenovacim modu.

Obrdzek 47: Obecna struktura testovanych sloucenin.

Obrazek 48:Modifikované purinové nukleosidy s antiproliferacni aktivitou.
Obrdazek 49: Inhibitory enzymu CKX.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ac acetyl

ADA adenosindeaminasa

ADP adenosindifosfat

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity
ALL akutni lymfocytarni leukemie

AL akutni leukemie

AML akutni myelodni leukemie

AR adenosinovy receptor

ATP adenosintrifosfat

Bn benzyl

BOP 1-H-benztriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)fosfoniumhexafluor fosfat
BSA N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid
BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
Bu butyl

Bz benzoyl

CD cyklodextrin

CDK-2 cyklin-dependentni kinasa

CID kolizi indukovana disociace

CKX cytokinin oxidasa/dehydrogenasa
CL chronicka leukemie

CLL chronicka lymfocytarni leukemie
DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en
DCE dichlorethan

DCM dichlormethan

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMA N,N-dimethylanilin

DMAM N,N-dimethylamin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPP-4 dipeptidylpeptidasa 4

EA elementarni analyza

ECso poloviéni G¢inna koncentrace
ECACC European Collection of Cell Cultures
ENT rovnovazny nukleosidovy transportér

ESI-MS  hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
Et ethyl

EU Evropska unie

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
GD glykosylovy donor

GICso polovi¢ni riistova inhibi¢ni koncentrace
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HAART  vysoce uc¢inné antiretroviralni terapie
HCL vlasatobunécna leukemie

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti
HMDS hexamethyldisilazan

HMPA hexamethylfosforamidu

1Cso0 polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace
I-Pr isopropyl

IR infraervena spektroskopie

Ka asocia¢ni konstanta

Ki vazebna afinita ligandu

LK Lewisovy kyseliny

Me methyl

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MPI SPEC skenovani srde¢niho pritoku zatézovou jednofotonovou emisni tomografii
MW mikrovinné zafeni

NMR nuklearni magneticka rezonance
NRTIs inhibitory nukleosidové reverzni transkriptasy
NS neucastnici se skupina

0OS odstupujici skupina

Phth ftalimid

PNP nukleosidfosforylasa

p-Tol para-toluoyl

Rs retencni faktor

RNA ribonukleova kyselina

RVO rota¢ni vakuova odparka

TBAF tetrabutylamonium-fluorid

TCS trimethylchlorsilan

TDA-1 tris-[2-(2-methoxyethoxy)ethyl]amin
TEA triethylamin

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

TMSCI trimethylsilylchlorid
TMSOTf  trimethylsilyltrifluormethansulfonat

TNF-a faktor nadorové nekrosy o
TP thymidinfosforylasa

t; teplota tani

UP uridinfosforylasa

USA Spojené staty americké
uv ultrafialové zareni

VL vychozi latka

Buné¢éné nadorové linie:
A2780 vajec¢niki
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Bel-7402  jater
BGC-823 Zaludku

BJ lidskych fibroblastii z predkozky
CEM T-lymfocytarni leukemie
HCT-8 tlustého stieva

HeLa délozniho ¢ipku

HL60 promyelocytarni leukemie

K562 chronickd myeloidni leukemie
MCF7 prsu

MV4;11  akutni myeloidni leukemie
Cytokininy:

iP N6-isopentenyladenin

tZ trans-zeatin

cZ cis-zeatin

mT m-topolin

oT o-topolin

pT p-topolin

BA N6-benzyladenin

K Kinetin

R ,,cytokinin“-9-B-p-ribofuranosid
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PRILOHY

Priloha 1 — Protonova NMR spektra purinovych derivati 10, 11 a 14.

a) "H NMR spektrum slou¢eniny 10
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¢) 'H NMR spektrum slou¢eniny 14
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